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La sérotonine (5-hydroxytryptamine, 5-HT) est un neurotransmetteur monoaminergique qui 
joue un rôle fondamental dans de nombreux circuits du système nerveux central. Elle est 
impliquée dans la modulation de nombreuses fonctions physiologiques (cycle sommeil/veille, 
prise alimentaire, température corporelle, nociception), et des déficits de la neurotransmission 
sérotoninergique sont associés à la dépression. La connaissance des mécanismes moléculaires 
qui sous-tendent la fonctionnalité des récepteurs sérotoninergiques est un pré-requis 
indispensable pour comprendre les processus physiopathologiques impliqués dans cette 
pathologie. De fait, les effets de la sérotonine s’exercent par l’intermédiaire de nombreux 
récepteurs appartenant à différentes classes. Parmi ceux-ci, les récepteurs de type 5-HT1A sont 
particulièrement impliqués dans la régulation de l’humeur, et leur activation tonique est une 
composante clé dans l’action thérapeutique des antidépresseurs inhibiteurs de la recapture de 
la 5-HT (ISRS comme le Prozac®, le Deroxat®). 
Les récepteurs 5-HT1A sont des récepteurs couplés aux protéines G. Ils sont situés dans la 
membrane plasmique au niveau somatodendritique et leur activation induit une 
hyperpolarisation des neurones qui les expriment. C’est notamment le cas des neurones 
sérotoninergiques pour lesquels les récepteurs 5-HT1A sont en fait des autorécepteurs à 
l’origine du retro-feedback négatif exercé par la 5-HT sur la fréquence de décharge de ces 
neurones. Mais les récepteurs 5-HT1A existent aussi au niveau post-synaptique, sur les 
neurones cibles des projections sérotoninergiques, ils sont alors hétérorécepteurs. Au cours 
d’un traitement avec un antidépresseur (ISRS), seuls les autorécepteurs 5-HT1A se 
désensibilisent, et le temps nécessaire à cette adaptation fonctionnelle est très probablement 
en cause dans le délai d’action thérapeutique (3-4 semaines) de ce type de psychotropes. A ce 
jour, les mécanismes moléculaires à l’origine de la désensibilisation des autorécepteurs 5-
HT1A sont mal connus, cependant, quelques résultats suggèrent que l’internalisation de ces 
récepteurs pourrait être impliquée.  
L’objectif de ma thèse a été d’étudier le lien entre l’internalisation des récepteurs 5-HT1A et 
leur désensibilisation. A cette fin, j’ai développé des outils permettant d’étudier les 
mécanismes d’internalisation des récepteurs 5-HT1A dans des lignées cellulaires puis dans des 
neurones en culture primaire préparés à partir de raphé ou d’hippocampe. 
 
Après une présentation générale de la maladie dépressive et du système 
sérotoninergique, je développerai  l’état actuel des connaissances sur le récepteur 5-HT1A et 
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l’implication de l’autorécepteur dans le mécanisme d’action des antidépresseurs de type ISRS. 
Je présenterai ensuite les différents niveaux de régulation du fonctionnement des RCPG et je 
détaillerai les mécanismes cellulaires et moléculaires  de l’endocytose et du trafic post-
endocytique. Les résultats expérimentaux feront alors l'objet d'une quatrième partie et seront 
suivis d'une discussion générale permettant notamment d'aborder les perspectives de ce 
travail. 
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 I. DÉPRESSION ET TROUBLES DÉPRESSIFS 
I.1. LA PATHOLOGIE CLINIQUE 
I.1.1. Classifications 
Jusqu’au début des années 1980, les classifications traditionnelles des pathologies 
psychiatriques reposaient sur des descriptions cliniques et des hypothèses étiopathogéniques 
variables selon les auteurs, sans qu’aucune ne puisse se prévaloir d’une validité établie. 
Actuellement, deux classifications internationales de référence répertorient de façon purement 
descriptive l’ensemble des troubles mentaux: d’une part, la 4ème édition révisée du manuel 
diagnostique et statistique des troubles mentaux de l’Association Américaine de Psychiatrie 
(DSMIV-TR, APA, 2000) et, d’autre part, la 10ème édition révisée de la Classification 
internationale des maladies, troubles mentaux et troubles du comportement, éditée par 
l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS, ICD-10, 1992).  
Parmi ces troubles mentaux, les troubles de l’humeur regroupent des pathologies 
diverses, au mode d’expression varié. Ainsi, la classification du DSMIV-TR distingue, dans 
les troubles de l’humeur, les troubles dépressifs (sous-entendu unipolaires), les troubles 
bipolaires, et les autres troubles de l’humeur fondés sur une étiologie précise, affection 
générale, intoxication par une substance, ou ne répondant pas aux critères d’un trouble de 
l’humeur spécifique (trouble de l’humeur non spécifié). Parmi les troubles dépressifs, on 
distingue le trouble dépressif majeur, correspondant à l’épisode dépressif de l’ICD-10, et 
caractérisé par l’occurrence exclusive d’un ou plusieurs épisode(s) dépressif(s) majeur(s) 
(EDM), le trouble dysthymique ou dysthymie, et le trouble dépressif non spécifié, alors que 
les troubles bipolaires ou troubles affectifs bipolaires également dénommés maniaco-
dépression, sont caractérisés par un changement cyclique de l’humeur avec une alternance 
d’épisodes dépressifs majeurs et d’épisodes maniaques où le sujet présente une exaltation de 
l’humeur associée à une hyperactivité. L’ICD-10, elle, classe ces troubles selon leur intensité, 
leur répétition dans le temps, leur association avec des épisodes d’exaltation de l’humeur 
(épisodes “maniaques”), leur association à d’autres troubles, notamment psychotiques 
(délires, hallucinations…).  
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I.1.2. L’épisode dépressif majeur ou EDM : définition et critères 
diagnostiques  
Selon le DSMIV-TR, le trouble dépressif majeur se manifeste par un ou plusieurs 
EDM, ce qui permet de poser successivement le diagnostic de “trouble dépressif majeur, 
épisode isolé”, ou de “trouble dépressif majeur, récurrent”, lorsqu’au moins deux EDM 
distincts (c’est-à-dire séparés par une période d’au moins deux mois consécutifs pendant 
laquelle les critères de l’EDM ne sont pas remplis) ont été diagnostiqués.  
L’EDM est défini selon un certain nombre de critères objectifs répertoriés par les 
classifications du DSMIV-TR (ASSOCIATION, 2000) et de l’ICD-10 (OMS, ICD-10, 1992). 
Ainsi, selon le DSMIV-TR, le diagnostic d’EDM est posé lorsque le patient présente au moins 
cinq des neuf symptômes suivants éprouvés quasi quotidiennement depuis au moins deux 
semaines consécutives, sans que ces symptômes ne soient reliés à l’utilisation de médicaments 
ou d’une substance ni à un problème médical, ni à un deuil, avec, de façon obligatoire, la 
présence de l’un des deux premiers symptômes:  
− humeur dépressive ou irritable,  
− diminution marquée de l’intérêt et du plaisir dans toutes ou presque toutes les activités, 
caractérisant le symptôme d’anhédonie,  
− perte ou gain d’appétit et de poids d’au moins 5% par mois en l’absence de régime,  
− insomnie ou hypersomnie,  
− agitation ou ralentissement psychomoteur,  
− fatigue ou perte d’énergie,  
− sentiment de dévalorisation ou de culpabilité excessive ou inappropriée,  
− diminution de l’aptitude à penser ou à se concentrer, incapacité à prendre une décision,  
− des pensées récurrentes de mort ou de suicide. 
On distingue trois stades de sévérité (léger, moyen et sévère) selon la présence ou non 
de ces symptômes, le degré de souffrance cliniquement significative et le degré d’invalidité 
sur le plan professionnel et social, et évalués à l’aide d’échelles comme l’échelle d’Hamilton 
(Hamilton, 1960). L’absence de symptômes dépressifs significatifs pendant une période d’au 
moins deux mois atteste de la rémission complète de la maladie. On parle par contre de 
rémission partielle lorsque quelques symptômes de l’EDM subsistent mais ne répondent plus 
aux critères stricts d’un EDM, ou lorsqu’il n’existe plus de symptômes significatifs d’un 
EDM mais que la durée de rémission est inférieure à deux mois. 
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I.1.3. Données épidémiologiques  
 
 Les troubles dépressifs unipolaires, que l’on regroupe sous le terme général de 
dépression, sont un véritable problème de santé publique par leur fréquence nationale et 
mondiale. Ainsi, selon les données statistiques de l’OMS, la dépression se situe au quatrième 
rang mondial des pathologies invalidantes, et dans les pays développés, au second rang entre 
les pathologies ischémiques cardiaques et les accidents vasculaires cérébraux. Les prévisions 
sont quelque peu alarmistes puisque la dépression serait en passe de devenir en 2020 la 
deuxième cause de morbidité et de mort prématurée dans le monde et la première dans les 
pays développés (Mathers and Loncar, 2006). De fait, la prévalence est importante puisque 
près de 7% de la population européenne est concernée soit 30 millions d’individus; avec une 
atteinte plus particulière des femmes, avec un sex-ratio de 2/1 (Marchese et al., 2008). La 
dépression peut survenir à tout âge, cependant les sujets dans la tranche d’âge 15-44 ans ou de 
plus de 65 ans sont les plus à risque. Une des issues possibles est la tentative de suicide, voire 
le suicide, avec, chaque année, en France, près de 150 000 tentatives de suicide, et près de 12 
000 décès de sujets par suicide, et au niveau mondial, entre 10 et 20 millions de tentatives de 
suicide et près de 850 000 décès par suicide, les hommes déprimés se suicidant deux à trois 
fois plus que les femmes. Il existe aussi, dans les pays développés, d’autres facteurs de risque 
pour le passage à l’acte :les antécédents familiaux de suicide, les évènements de vie ayant une 
signification de rupture ou de perte (séparation, divorce, deuil, chômage, …), la sévérité de 
l’accès dépressif, l’existence de symptômes traduisant une perte de contact avec la réalité, les 
réveils matinaux précoces et répétés, un sentiment de désespoir, la perte de plaisir, d’intérêt, 
et l’existence d’un alcoolisme associé. 
 I.1.4. Quelques chiffres sur la consommation des antidépresseurs 
en France 
 
Selon les données du GERS (Groupement pour l'Élaboration et la Réalisation de 
Statistiques), parmi les grandes classes de psychotropes (antidépresseurs, neuroleptiques, 
anxiolytiques et psychostimulant), les antidépresseurs sont ceux qui ont connu la plus grande 
croissance de leurs ventes (x 6,7 entre 1980 et 2001), essentiellement liée au « succès » des 
inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine (ISRS) qui représentent actuellement la 
majorité des antidépresseurs utilisés en France. Au-delà des évolutions thérapeutiques, la forte 
évolution des dépenses de santé liées aux antidépresseurs s’explique à la fois par 
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l’augmentation de leur prix et du nombre de prescription (en rapport avec la hausse du 
nombre de personnes atteintes), par une meilleure prise en charge de la maladie ou encore par 
un changement dans le traitement médicamenteux de la maladie dépressive (y compris 
l’allongement éventuel de la durée de traitement). Notons cependant que les prescriptions 
d’antidépresseurs ne reflètent pas forcément la fréquence des troubles dépressifs, d’une part 
parce que ces molécules sont parfois prescrites dans d’autres indications, comme par exemple, 
le traitement des troubles anxieux, ou des troubles des conduites alimentaires, ou encore des 
troubles obsessionnels compulsifs, d’autre part du fait qu’il y a fréquemment une prescription 
abusive, relevant la plupart du temps d’une consultation généraliste et non spécialisée, 
souvent en liaison avec un mauvais diagnostic, en dehors des indications de l’AMM 
(Autorisation de Mise sur le Marché), ou bien prolongée inutilement. 
 
 
I.2. HYPOTHÈSE SÉROTONINERGIQUE DE LA DÉPRESSION 
 
Avec la découverte fortuite des premières molécules ayant une réelle efficacité antidépressive, 
les premières hypothèses physiopathologiques de la dépression reposaient sur un 
dysfonctionnement de certains neurotransmetteurs ou de leur métabolisme. La théorie 
monoaminergique de la dépression majeure proposée il y a cinquante ans et confirmée depuis 
par de nombreuses études cliniques est principalement fondée sur un déficit central en 
sérotonine, et/ou en noradrénaline (NA) (Bunney and Davis, 1965; Schildkraut, 1965; 
Coppen, 1967; Lloyd et al., 1974).  
 I.2.1. Arguments biologiques  
Au niveau périphérique, la présence de taux plasmatiques anormalement bas de 
tryptophane libre, précurseur dans la voie de biosynthèse de la 5-HT (figure 1), chez certains 
sujets dépressifs (Coppen et al., 1973; Cowen et al., 1989), corrobore l’hypothèse du déficit 
sérotoninergique central (Meltzer, 1987). Par ailleurs une déplétion aiguë en L-tryptophane 
(L-trp) provoquée par un apport massif d’acides aminés “compétiteurs” est susceptible de 
réinstaller de façon rapide mais réversible un état dépressif chez 67% des patients jusqu’alors 
efficacement traités par divers types d’antidépresseurs (Delgado et al., 1990). Le 
recouvrement de taux normaux de L-trp permet au patient de répondre à nouveau au 
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traitement antidépresseur. Par ailleurs, la capture plaquettaire de la 5-HT est généralement 
diminuée chez les sujets dépressifs (Tuomisto and Tukiainen, 1976; Le Quian-Bui et al., 
1984; Sheline et al., 1995) 
Un autre argument fondamental en faveur de l’implication de la 5-HT dans la 
dépression majeure est fondé sur l’existence, dans certaines structures cérébrales de suicidés 
et dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) d’une proportion significative de sujets déprimés 
(Asberg et al., 1984), d’un déficit de cette molécule (Lloyd et al., 1974a) et de son métabolite 
principal, l’acide 5-hydroxyindole acétique (5-HIAA) (Lloyd et al., 1974b, a; Beskow et al., 
1976; Korpi et al., 1986). Cependant, on sait aujourd’hui que des taux anormalement bas de 
5-HIAA dans le LCR sont davantage en rapport avec des traits comportementaux 
d’impulsivité et d’agressivité qu’avec la pathologie dépressive (Placidi et al., 2001). 
L’ensemble de ces données sont autant d’arguments en faveur de l’existence d’une 
hypoactivité sérotoninergique centrale au moins chez certains sujets dépressifs. Cette 
hypothèse est, par ailleurs, confirmée en clinique par l'efficacité des antidépresseurs qui 
interagissent avec le système sérotoninergique.  
 
I.2.2. Arguments pharmacologiques 
 
 
L’implication de la 5-HT dans l’activité antidépressive des molécules classiquement 
utilisées en clinique a été confirmée, chez l’animal, par un certain nombre d’études réalisées 
avec les tricycliques (inhibant la recapture de la 5-HT et de la noradrénaline) (de Montigny 
and Aghajanian, 1978), les inhibiteurs des monoamines oxydases (IMAO-A, protégeant la 
5-HT de la dégradation enzymatique) (Blier et al., 1987) ou encore les ISRS (Chaput et al., 
1991) qui tous exercent une influence positive sur la neurotransmission sérotoninergique 
centrale. 
 
I.3. LE SYSTÈME SÉROTONINERGIQUE CENTRAL 
 I.3.1. La sérotonine 
 
La sérotonine ou 5-hydroxytryptamine (5-HT) est une indolamine endogène, d’abord 
caractérisée en 1948 (Rapport et al., 1948) au niveau périphérique comme un facteur sérique 
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vasoconstricteur thrombocytaire, puis comme un facteur responsable de la contraction des 
muscles lisses. Elle a été ensuite identifiée en 1953 dans le système nerveux central (SNC) de 
rat et de lapin (Twarog and Page, 1953) et a été considérée, dès l’année suivante, comme un 
neurotransmetteur essentiel du SNC (Amin et al., 1954). Synthétisée au niveau périphérique 
principalement par les cellules entérochromaffines de l’intestin, la 5-HT ne franchit pas la 
barrière hémato-encéphalique (BHE). Au niveau central, elle est donc synthétisée localement 
par les neurones sérotoninergiques. I.3.1.1. Biosynthèse 
 
La 5-HT est issue du L-tryptophane (L-trp), un acide aminé essentiel, fourni par 
l’alimentation. Après son absorption intestinale, il est véhiculé dans le sang (essentiellement 
lié à l’albumine), passe la BHE et est capté par les neurones sérotoninergiques, pour y être 
hydroxylé en 5-hydroxytryptophane (5-HTP) par l’isoforme 2 de la tryptophane hydroxylase 
(TPH II). La décarboxylase des acides aminés aromatiques (AADC) transforme finalement le 
5-HTP en 5-HT dans ces mêmes neurones (Figure 1). La 5-HT néo-synthétisée est alors 
stockée dans des vésicules principalement au sein des terminaisons axonales. I.3.1.2. Libération 
 
L’arrivée de potentiels d’action au niveau des terminaisons axonales génère une 
dépolarisation membranaire, conduisant à une entrée massive de Ca2+ et à la libération extra-
cellulaire de la 5-HT par exocytose, à partir des vésicules de stockage (Reubi et al., 1978). Il 
existe également une libération somatique et dendritique à partir du compartiment 
cytoplasmique des neurones sérotoninergiques du raphé (Héry et al., 1982; Becquet et al., 
1990; Adell et al., 1993). Celle-ci ne dépend que partiellement des mouvements de Ca2+ (Héry 
et al., 1982; Becquet et al., 1990). Elle pourrait correspondre à un mode d’action paracrine 
et/ou autocrine de la 5-HT sur les neurones sérotoninergiques, notamment dans le noyau du 
raphé dorsal (NRD) (Artigas, 1993). 
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Figure 1. Biosynthèse et catabolisme de la sérotonine (Hamon, 
1995) 
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 I.3.1.3. Recapture et catabolisme 
 
La 5-HT libérée dans l’espace extracellulaire agit sur les différents récepteurs  
sérotoninergiques signant ainsi son action physiologique sur ses cibles. Cependant, de 
puissants mécanismes d’inactivation assurent l’élimination de l’amine, ce qui limite d’autant 
ses possibilités d’activation continue des récepteurs. De fait, deux mécanismes d’inactivation 
permettent de réguler finement la concentration de la 5-HT dans l’espace extracellulaire : la 
recapture et la dégradation enzymatique.  
Le mécanisme de recapture qui permet de faire passer  la 5-HT depuis l’espace extracellulaire 
vers le cytoplasme est assuré par une protéine transmembranaire appartenant à la famille des 
transporteurs Na+/Cl- dépendants, située uniquement dans la membrane plasmique des 
neurones sérotoninergiques, aussi bien au niveau somatique et dendritique qu’au niveau des 
terminaisons axonales (Hensler et al., 1994). Ce transporteur de la 5-HT (5-HTT) est la cible 
de nombreuses molécules à visée antidépressive, telles que les tricycliques et les ISRS (cf. 
paragraphe I.4).  
Après sa recapture, la 5-HT peut être dégradée par la monoamine oxydase de type A (MAO-
A), cible  des antidépresseurs inhibiteurs spécifiques de la MAO-A (IMAO-A, cf. paragraphe 
I.4), qui la transforme en 5-hydroxyindolacetaldéhyde (5-HIA) selon une réaction de 
désamination oxydative (Figure 1). L’aldéhyde est ensuite oxydé en 5-HIAA, sous l’action de 
l’aldéhyde déhydrogénase. Le 5-HIAA est finalement excrété dans les urines. La MAO-A est 
surtout présente dans certaines cellules neuronales et dans les astrocytes, où elle est localisée 
dans la paroi externe des mitochondries. I.3.2. Anatomie du système sérotoninergique central 
 I.3.2.1. Les neurones sérotoninergiques 
Les neurones qui synthétisent et libèrent la 5-HT ont leurs corps cellulaires regroupés 
dans le mésencéphale au sein des noyaux du raphé. Leur première cartographie fut établie en 
1964 par histofluorescence au formaldéhyde (Dahlstroem and Fuxe, 1964) et complétée 
ensuite par autoradiographie avec de la [3H]5-HT, administrée par voie intra-cérébro-
ventriculaire (Calas et al., 1974), puis par immunohistochimie, à l’aide d’anticorps dirigés 
contre la 5-HT (Steinbusch, 1981). Les données obtenues par ces différentes techniques 
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montrent que les neurones sérotoninergiques sont essentiellement localisés au sein des noyaux 
mésencéphaliques et bulbaires du raphé, numérotés de B1 à B9 selon un axe caudo-rostral 
(Dahlstroem and Fuxe, 1964) (Figure 2). 
 I.3.2.2. Les voies sérotoninergiques 
Les noyaux antérieurs du raphé, plus particulièrement ceux du raphé dorsal (NRD) et 
du raphé médian (NRM), envoient des projections ascendantes en direction du bulbe olfactif , 
de l’hypothalamus, du septum, du thalamus, de l’amygdale, du caude-putamen, de 
l’hippocampe - notamment dans la couche moléculaire de la zone CA1 et dans le gyrus denté 
- et du cortex cérébral, essentiellement préfrontal (Törk, 1990) (Figure 2). L’ensemble 
constitue l’essentiel de l’innervation sérotoninergique du télé-diencéphale. Les noyaux 
postérieurs du raphé envoient, quant à eux, des projections descendantes dans les cornes 
dorsale et ventrale de la moelle épinière, jusqu’à la queue de cheval au niveau sacré. 
 
 
 
 
 
 
Figure 2. Cartographie des neurones sérotoninergiques dans le cerveau de rat. Les 
noyaux du raphé contenant les corps cellulaires des neurones sérotoninergiques sont indiqués 
en rouge. Ces groupes de cellules riches en 5-HT sont numérotés de B1 à B9 selon l’axe 
caudo-rostral (Dahlströem et Fuxe, 1964; Steinbush, 1981). 
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I.3.3. Les récepteurs sérotoninergiques 
 
Grâce au développement de techniques biochimiques, pharmacologiques et 
moléculaires, quatorze types de récepteurs sérotoninergiques distincts ont pu être à ce jour 
caractérisés (Martin and Humphrey, 1994; Hoyer and Martin, 1996). Tous ces récepteurs 
appartiennent à la superfamille des récepteurs métabotropiques à sept domaines 
transmembranaires, couplés aux protéines G, à l’exception du récepteur 5-HT3, qui est un 
récepteur ionotropique (canal ionique) hétéromérique avec cinq sous-unités à quatre domaines 
transmembranaires (Derkach et al., 1989). La diversité des récepteurs sérotoninergiques et de 
leurs distributions anatomiques respectives reflète la variété des réponses physiologiques 
produites par la 5-HT (Figure 3).  
Certains récepteurs de la 5-HT peuvent être à la fois hétérorécepteurs, c’est-à-dire 
localisés sur les neurones cibles (non sérotoninergiques), dans les zones de projection des 
neurones sérotoninergiques, et autorécepteurs, comme c’est le cas des récepteurs 5-HT1A 
(Hamon and Gozlan, 1993) situés sur le soma et les dendrites des neurones 5-HT du NRD, et 
des récepteurs 5-HT1B et 5-HT1D situés sur les terminaisons axonales des neurones 
sérotoninergiques. Au plan “transductionnel”, les récepteurs 5-HT1(A,B,D,E,F) et 5-HT5(A,B) sont 
couplés négativement à l’adénylate cyclase (AC) via une protéine Gαi/Gαo, avec comme 
conséquence de leur activation une diminution de la production d’AMPc (Nelson et al., 1980). 
Les récepteurs 5-HT2(A,B,C), quant à eux, sont couplés positivement à la phospholipase C 
(PLC) ainsi qu’à une conductance potassique (régulation positive) (Roth et al., 1986; Pritchett 
et al., 1988). Enfin les récepteurs 5-HT4, 5-HT6, et 5-HT7 sont couplés positivement à l’AC 
(Dumuis et al., 1988). Les récepteurs sérotoninergiques présentent de nombreuses autres voies 
de transduction du signal; je n’aborderai que celle du récepteur 5-HT1A dans le chapitre II. 
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Figure 3. Implications physiologiques et physiopathologiques de la sérotonine  (Hamon, 1993). 
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I.4. LES ANTIDÉPRESSEURS 
 I.4.1. Les inhibiteurs des monoamines oxydases (IMAO) 
 
En 1952, les équipes de Selikoff et Flaerty constatent une amélioration de l’humeur de 
certains patients tuberculeux traités avec un agent antituberculeux, l’isoniazide (Rimifon®), 
dont la première synthèse date de 1912 (Berger and Barchas, 1977). Le dérivé isopropylé de 
l’isoniazide, synthétisé par les Laboratoires Roche en 1951 (Fox and Gibas, 1953), 
l’iproniazide (Marsilid®),  se révèle être encore plus efficace malgré la perte de son action sur 
le bacille de Koch. La découverte de la capacité de cette molécule à inhiber la monoamine-
oxydase (MAO), enzyme de catabolisme par désamination oxydative des monoamines (Zeller 
EA, 1952), avec, pour conséquence une augmentation de leurs taux intra- et extracellulaires 
[5-HT, noradrénaline (NA) et dopamine (DA)], est le point de départ pour le développement 
des inhibiteurs de MAO (IMAO), tels que la phenelzine (Nardelzine®), et la tranylcypromine 
(Parnate®). Cependant, ces IMAO de première génération, qui inhibent de façon irréversible 
et non sélective les MAO de types A et B, présentent le risque d’interactions 
médicamenteuses importantes et provoquent un certain nombre d’effets secondaires tels 
qu’une hépatotoxicité, des risques d’hémorragies cérébrales ou des apparitions fréquentes de 
crises hypertensives « cheese effect », suite à l’ingestion d’aliments riches en tyramine, 
responsable d’une activation sympathique massive du fait du déplacement de la NA de ses 
sites de stockage vésiculaire, et impliquant donc des restrictions alimentaires contraignantes. 
L’usage de ces IMAO irréversibles fut donc limité et réservé aux dépressions atypiques (West 
and Dally, 1959; Sargant, 1961; Ban, 1981). Des IMAO sélectifs de la MAO de type A 
(Youdim, 1967), plus spécifiques de la NA et de la 5-HT, tels que le moclobémide, 
(moclamine®) furent ensuite développés. Les IMAO de type A sont encore prescrits dans le 
cas de dépressions résistantes à tout autre type de molécules, mais jamais en première 
intention. 
 I.4.2. Les antidépresseurs tricycliques (TCA) 
 
Le chef de file des antidépresseurs tricycliques, l’imipramine (Tofranil®), une 
iminodibenzyle ou dibenzazepine synthétisée par Thiele et Holzinger en 1899 (Ban, 1999) 
dont la structure est proche de celle des phénothiazines, était à l’origine, un antihistaminique. 
Roland Kuhn fut l’un des premiers à découvrir les propriétés antidépressives de cette 
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molécule (Kuhn, 1957), ces observations furent rapidement confirmées par de nombreuses 
équipes  (Klerman and Cole, 1965; Klein, 1969; Angst, 1970). 
Les effets thérapeutiques des TCA reposent sur un mécanisme d’action complexe 
impliquant plusieurs systèmes monoaminergiques centraux, en particulier les systèmes 
noradrénergique et sérotoninergique (Glowinski and Axelrod, 1964). En effet, le plus souvent, 
ces produits tels que la clomipramine (Anafranil®) ou l’amitriptyline (Laroxyl®) agissent en 
inhibant à la fois la recapture de la 5-HT et celle de la NA. 
Les autres propriétés des tricycliques (effet antihistaminique H1, effet 
anticholinergique/antimuscarinique M1, effet adrénolytique α) rendent compte des effets 
secondaires de ces molécules (sécheresse buccale, toxicité cardiaque, etc..). 
 I.4.3. Les antidépresseurs apparentés aux tricycliques et les 
antidépresseurs atypiques 
 
D’autres molécules antidépressives disponibles dans l’arsenal thérapeutique sont 
apparentées aux tricycliques ou possèdent un mode d’action original qui les classe dans une 
catégorie dite “atypique”. Parmi celles-ci, on peut citer la mirtazapine (Norset®), qui agit 
surtout en potentialisant la neurotransmission noradrénergique par blocage des auto- et 
hétérorécepteurs α2 adrénergiques mais augmente aussi la transmission sérotoninergique 
médiée par les récepteurs 5-HT1A/1B, en bloquant les récepteurs 5-HT2A/2C et les 
hétérorécepteurs α2 sur les fibres sérotoninergiques. La miansérine (Athymil®) agit 
également par blocage des récepteurs α2 présynaptiques. Ces deux molécules présentent aussi 
une action anti-H1 ce qui leur confère des propriétés sédatives. La tianeptine (Stablon®) 
possède un effet antidépresseur sans inhiber la recapture dopaminergique et noradrénergique 
mais en activant de façon paradoxale la recapture synaptique de la 5-HT. Le mécanisme 
d’action de cette molécule semble plutôt relié à ses effets sur le remodelage central neuronal 
et la restauration de la neuroplasticité via des actions modulatrices ciblées sur les synapses 
glutamatergiques. 
 I.4.4. Les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine 
(ISRS)  
 
Ces antidépresseurs sérotoninergiques, développés au début des années 80, ont 
révolutionné la thérapie antidépressive en raison d’une efficacité semblable à celle des 
tricycliques mais avec des effets anticholinergiques faibles et une absence de toxicité 
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cardiaque. Cependant, malgré la bonne tolérance de ces molécules, un certain nombre d’effets 
indésirables subsistent tels que des troubles gasto-intestinaux ainsi qu’une altération de la 
libido et du sommeil (Vida and Looper, 1999). Le chef de file de cette famille est la fluoxétine 
(Prozac®). Par la suite, d’autres molécules ont été synthétisées comme la paroxétine 
(Deroxat®), la sertraline (Zoloft®), le citalopram (Seropram®), et le escitalopram 
(Seroplex®), énantiomère actif du citalopram (Fabre and Hamon, 2003). Leur mécanisme 
d’action repose sur l’inhibition sélective de la recapture de la 5-HT, via le blocage du 
transporteur, Na+/Cl- dépendant, de la 5-HT (5-HTT) (Hoffman et al., 1991), ce qui a pour 
conséquence son accumulation dans l’espace extracellulaire. Comme toutes les autres 
molécules, les ISRS présentent aussi le désavantage d’un délai dans leur efficacité 
thérapeutique (2-3 semaines). Ce délai est attribuable à la mise en place de phénomènes 
neuro-adaptatifs du système sérotoninergique, en particulier du récepteur 5-HT1A. Je décrirai 
plus avant les mécanismes dans le chapitre II. 
 I.4.5. Les inhibiteurs mixtes non imipraminiques: inhibiteurs de la 
recapture de la sérotonine et de la noradrénaline (IRSN) 
 
Ces antidépresseurs bloquent sélectivement la recapture de la 5-HT et de la NA et se 
distinguent des imipraminiques par leur absence d’effets sur les récepteurs post-synaptiques 
α-adrénergiques, cholinergiques et histaminergiques. On distingue ainsi la venlafaxine 
(Effexor®), la duloxetine (Cymbalta®), et le milnacipran (Ixel®). 
 I.4.6. Autres molécules ayant des propriétés antidépressives 
 
L’agomélatine (Valdoxan®/Thymanax®, S20098), ainsi que d’autres analogues de la 
mélatonine, ont été développés suite à la découverte des effets bénéfiques de la mélatonine sur 
le sommeil, dans le but initial de réduire les insomnies et les troubles du sommeil liés aux 
altérations du rythme circadien (Turek and Gillette, 2004). L’agomélatine possède un profil 
pharmacologique original puisqu’elle est à la fois agoniste des récepteurs MT1 et MT2 de la 
mélatonine (Yous et al., 1992) et antagoniste sélectif des récepteurs 5-HT2C et 5-HT2B de la 
5-HT (Chagraoui et al., 2003; Millan et al., 2003; Bourin et al., 2004). 
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Malgré l’existence d’une pléthore de molécules antidépressives, l’utilisation de celles-ci 
présente cependant certaines limites, en raison d’une part de leurs effets secondaires 
conséquents et d’autre part d’une proportion importante de patients résistants aux traitements, 
et aussi de la survenue de rechutes chez 60 à 70% des patients. Pour toutes ces raisons, la 
recherche s’oriente vers le développement de nouvelles molécules thérapeutiques plus 
efficaces, mais également, plus ciblées.  
 
 II. LE RÉCEPTEUR 5-HT1A 
 
Nous nous intéressons tout particulièrement au récepteur 5-HT1A car comme nous l’avons 
déjà évoqué, il est impliqué dans le délai thérapeutique du traitement de la dépression par les 
ISRS. Ainsi, lors d’un traitement par ISRS, la 5-HT extracellulaire est augmentée. Les 
récepteurs sérotoninergiques sont alors stimulés de manière accrue, et parmi eux, 
l’autorécepteur 5-HT1A qui exerce un rétrocontrôle négatif sur l’activité électrique des 
neurones sérotoninergiques du NRD et diminue la libération de 5-HT (Sprouse and 
Aghajanian, 1987). Cependant, après un traitement chronique par un ISRS, on assiste à une 
désensibilisation de ces autorécepteurs 5-HT1A (Le Poul et al., 1995) provoquant une levée de 
l’inhibition de la libération de 5-HT, et donc une augmentation globale du tonus 
sérotoninergique.  
 
 
II.1. STRUCTURE MOLÉCULAIRE ET CARACTÉRISTIQUES BIOCHIMIQUES  
 
Les gènes des récepteurs de la 5-HT ont été le plus souvent clonés en se basant sur 
l’homologie des séquences transmembranaires existant dans la superfamille des RCPG. Le 
premier gène à avoir été cloné est celui du récepteur 5-HT1A humain. En criblant une banque 
génomique humaine avec une sonde β2-adrénergique, Kobilka et al. (1987) ont isolé un gène 
dépourvu d’intron appelé alors G21. Il sera identifié un an plus tard comme étant le gène 
codant le récepteur 5-HT1A (Fargin et al., 1988). Par une stratégie similaire, Albert et al. 
(1990) ont ensuite cloné le récepteur 5-HT1A de rat qui possède 89% d’homologie avec le 
récepteur humain. 
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Cette protéine comprend 422 acides aminés (figure 4), soit un poids moléculaire 
théorique, donné ici pour la protéine de rat, de 46 kDa (Albert et al., 1990). La partie N-
terminale extracellulaire contient 3 asparagines glycosylées, expliquant un poids moléculaire 
de 63 kDa estimé par des études biochimiques (El Mestikawy et al., 1989). Le récepteur 
5-HT1A possède les caractéristiques des récepteurs couplés à une protéine G inhibitrice (Gαi 
ou Gαo) : une troisième boucle intracellulaire longue (boucle I3, 128 acides aminés) et un 
fragment C-terminal court (19 acides aminés). L’extrémité C-terminale contient deux 
cystéines qui sont palmitoylées, permettant un ancrage supplémentaire du récepteur à la 
membrane plasmique (Papoucheva et al., 2004). 
Enfin, des sites consensus de phosphorylation (groupements hydroxyles des résidus 
sérine, thréonine et tyrosine) par la protéine kinase C (PKC) ont été identifiés dans les boucles 
I2 et I3 et participeraient à la désensibilisation du récepteur (Raymond, 1991). 
  
 
II.2. DISTRIBUTION ANATOMIQUE 
 
La distribution des récepteurs 5-HT1A dans le SNC a d'abord été établie par 
autoradiographie quantitative avec divers radioligands, en particulier le [3H]8-OH-DPAT 
(Gozlan et al., 1983a), l'[3H]ipsapirone (Glaser and Traber, 1985), la [3H]buspirone (Brüning 
et al., 1989) et le [3H]WAY-100635 (Gozlan et al., 1995). Quel que soit le ligand utilisé, on 
trouve une forte concentration de récepteurs 5-HT1A dans les structures limbiques comme 
l’hippocampe (région CA1 et gyrus denté), le septum latéral, l’amygdale, le cortex frontal et 
entorhinal, structures qui jouent un rôle clé dans le contrôle de l’humeur et des émotions. Une 
autre région qui contient une forte densité de récepteurs 5-HT1A est constituée par les noyaux 
antérieurs (dorsal et médian) du raphé, où sont localisés l’essentiel des corps cellulaires des 
neurones sérotoninergiques. Des sites de liaison sont également présents dans le cortex 
cérébral, le tronc cérébral (région ventro-latérale du bulbe) et les couches superficielles des 
cornes dorsales de la moelle épinière. 
Des études d’hybridation in situ ont montré que l’ARNm codant le récepteur 5-HT1A 
est présent dans les mêmes régions qui contiennent le récepteur lui-même repéré par la liaison 
de radioligands spécifiques (Chalmers and Watson, 1991; Miquel et al., 1991; Pompeiano et 
al., 1992), suggérant que la protéine est localisée dans des compartiments proches de son lieu 
de synthèse. 
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Figure 4. Structure du récepteur 5-HT1A de rat.  
Les sites potentiels de N-glycosylation sont représentés par des Y et les sites potentiels de 
phosphorylation sont marqués par des étoiles. Les cystéines palmitoylées sont ancrées à la 
membrane plasmique par un groupement palmitate (en pointillés). 
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Des anticorps spécifiques du récepteur 5-HT1A ont été développés soit à partir d’un 
peptide synthétique de 26 acides aminés correspondant à une portion très sélective de la 
boucle I3 (El Mestikawy et al., 1990), soit à partir d'une protéine de fusion dont la partie 
antigénique est constituée de la totalité de cette boucle (Gérard et al., 1994). La spécificité de 
ces anticorps a été confirmée par la cartographie immuno-autoradiographique du récepteur qui 
se superpose parfaitement avec celle établi avec le radioligand [3H]8-OH-DPAT (Riad et al., 
1991).  
L’utilisation des anticorps en microscopie électronique a confirmé la présence du récepteur 
sur les corps cellulaires et les dendrites des neurones (figure 5) (Kia et al., 1996; Riad et al., 
2000). 
 
 
Des études impliquant soit la lésion sélective des neurones sérotoninergiques suite à 
l’administration intracérébrale de la 5,7-DHT (Vergé et al., 1986), soit un double marquage 
immunocytochimique à l'aide d'anticorps anti-5-HT1A et anti-5-HT (Sotelo et al., 1990), ont 
montré que les récepteurs 5-HT1A sont situés à la surface des somas et des dendrites des 
neurones sérotoninergiques dans les noyaux antérieurs du raphé. Ces autorécepteurs 
A B
Figure 5. Localisation somatodendritique du récepteur 5-HT1A dans les 
neurones du noyau raphé dorsal. L’observation est faite en microscopie 
électronique; les récepteurs sont révélés par des grains d’or amplifiés à l’argent. Les 
récepteurs sont localises sur la membrane des corps cellulaires (A) et des dendrites 
(A,B). d,  dendrite ; N, noyau. barre d’échelle =  50 nm (Riad et al., 2000).  
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participent au contrôle de l’activité électrique et métabolique des neurones sérotoninergiques 
en régulant négativement la décharge neuronale et la libération de sérotonine.  
 
II.3. PHARMACOLOGIE 
 
Les récepteurs 5-HT1A se caractérisent par une haute affinité pour la 5-HT (Ki = 1,7 
nM chez le rat), et c’est pour ce récepteur de la sérotonine que le premier ligand spécifique a 
été développé. En effet, la 8-hydroxy-2-(di-n-propylamino)-tétraline (8-OH-DPAT), ligand 
spécifique du récepteur 5-HT1A, a été développé en 1982 (Hjorth et al., 1982) et son dérivé 
tritié a été synthétisé l'année suivante (Gozlan et al., 1983). Outre le 8-OH-DPAT, qui reste 
l’une des molécules les plus efficaces et les plus puissantes in vivo, il existe d'autres agonistes 
relativement spécifiques interagissant avec ce sous-type de récepteur mais moins sélectifs 
comme la dipropyl-5-carboxamidotryptamine (dipropyl-5-CT), la 5-CT ou encore des dérivés 
de l’ergot de seigle (d-LSD, métergoline). Ensuite, une série d’agonistes partiels a été 
développée: l’ipsapirone, la buspirone, la gépirone, tous à noyau pipérazine (Glaser and 
Traber, 1985; Brüning et al., 1989). Certains d’entre eux possèdent des propriétés 
anxiolytiques et/ou antidépressives (Traber and Glaser, 1987). Puis, des molécules agonistes 
de ces sites ont été développés tels que le methoxychromane (+) S20499 ou alnespirone, dont 
le dérivé tritié a été synthétisé (Kidd et al., 1993; Fabre et al., 1997). En 2002, un nouvel 
agoniste présentant une très haute efficacité, le F13640, a été développé, il présente la 
particularité de posséder des propriétés analgésiques au niveau central (Colpaert et al., 2002), 
et récemment son dérivé tritié a été synthétisé (Heusler et al., 2010). Parmi les agonistes 
hautement sélectifs, nous pouvons citer le F13714 et le F15599, ce dernier présentant une 
sélectivité régionale particulière pour les récepteurs post-synaptiques (Newman-Tancredi et 
al., 2009; Assie et al., 2010).  
La vilazodone est une molécule originale qui présente la particularité d’être à la fois 
agoniste du récepteur 5-HT1A et inhibiteur du transporteur de la sérotonine (Heinrich et al., 
2004), ce qui lui confère un mécanisme d’action unique et prometteur dans le traitement de la 
dépression (Singh and Schwartz, 2012). 
En revanche, relativement peu d'antagonistes des récepteurs 5-HT1A sont disponibles 
et la majorité d'entre eux sont peu sélectifs comme la spipérone  (Lum and Piercey, 1988), le  
(-) pindolol, le (-) propranolol (Sprouse and Aghajanian, 1986; Adrien et al., 1989) et le         
(-) tertatolol (Prisco et al., 1993; Jolas et al., 1994). Le NAN-190, analogue de 
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l’arylpiperazine est également un antagoniste du récepteur 5-HT1A (Glennon et al., 1988). 
Mais tous ces composés possèdent également des propriétés antagonistes vis-à-vis des 
récepteurs dopaminergiques ou β-adrénergiques. Toutefois, quelques molécules, dont les 
dérivés radioactifs ont été synthétisés, telles que le WAY-100635 (Gozlan et al., 1995; 
Fletcher et al., 1996; Khawaja et al., 1997) et son analogue halogéné, le p-MPPI (Zhuang et 
al., 1994), sont deux antagonistes à haute affinité et très sélectifs des récepteurs 5-HT1A.  
Certains composés initialement identifiés comme antagonistes neutres des récepteurs 
5-HT1A, se sont avérés être des agonistes inverses capables de réduire l’activité constitutive 
du récepteur, indépendante de toute stimulation par un agoniste. Ce concept, décrit pour la 
première fois avec les récepteurs opioïdes delta (Costa and Herz, 1989), a ensuite été observé 
dans d’autres systèmes, notamment adrénergique (Rossier et al., 1999) mais également 
sérotoninergique au niveau des récepteurs 5-HT1A et 5-HT2C (Newman-Tancredi et al., 1997; 
McLoughlin and Strange, 2000). Ainsi la spipérone est considérée comme un puissant 
agoniste inverse de ces récepteurs comme le prouve d’une part, son effet inhibiteur de 
l’activité constitutive des récepteurs 5-HT1A lorsqu’ils sont co-tranfectés avec la protéine Gz 
dans des cellules Sf9 (Barr and Manning, 1997) et d’autre part, sa meilleure affinité pour les 
sites non couplés que pour le complexe récepteur/protéine G (Newman-Tancredi et al., 1997; 
Pauwels et al., 1997). De même la méthiothépine a d’abord été décrite comme antagoniste 
non spécifique des récepteurs 5-HT1A (Monachon et al., 1972; Jacoby et al., 1975; Nelson et 
al., 1979) avant que des études sur des cellules HeLa et CHO exprimant le récepteur 5-HT1A 
humain n’ont montré que ce ligand était un agoniste inverse du récepteur 5-HT1A au même 
titre que la spipérone (Stanton and Beer, 1997; Newman-Tancredi et al., 1998). 
 
II.4. ACTIVATION ET SIGNALISATION 
 II.4.1. Activation et couplage aux protéines G 
 
D’une manière générale, l’interaction d’un agoniste avec la partie extracellulaire et les 
hélices transmembranaires induit l’activation du récepteur, c'est-à-dire le changement de son 
organisation tridimensionnelle (Meng and Bourne, 2001). Ce changement de conformation 
permet l’interaction avec une protéine G trimérique constituée de trois sous-unités, α, β et γ 
(Marinissen and Gutkind, 2001).  
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II.4.1.1. Les protéines G 
 
Les protéines G sont appelées ainsi parce qu’elles portent une activité GTPasique : 
elles hydrolysent le guanosine triphosphate (GTP) en guanosine diphosphate (GDP). Il existe 
deux grandes classes de protéines G : les protéines G hétérotrimériques, qui sont associées 
aux RCPG et participent à leur signalisation, et les petites protéines G (avec comme 
prototypes, les protéines rab). Comme leur nom l’indique, les protéines G hétérotrimériques 
sont constituées de 3 sous-unités : α, β et γ, de masses moléculaires respectives ~39-45, ~35-
39 et ~6-9 kDa. Ces protéines intracellulaires sont localisées préférentiellement au niveau de 
la membrane plasmique et forment un complexe tripartite. Les protéines G hétérotrimériques 
ont été classées en 4 familles selon le degré de similarité de séquence de leurs sous unités α : 
Gs, Gi, Gq et G12 (voir la classification détaillée dans le tableau 1).  
 
Famille Sous-type  Effecteurs  
Gs  Gαs, Gαolf  ↑ Adénylate cyclase  
Gi  
Gαi1-3, Gαz  
Gαo  
Gαt-r, Gαt-c, Gαg  
↓ Adénylate cyclase  
↓ Canaux Ca2+  
↑ Canaux K+ GIRK (ces effets seraient plutôt 
dépendant des sous unités βγ)  
↑ Phosphodiestérases  
Gq  Gαq, Gα11, Gα14, Gα15 ou 16  ↑ Phospholipases C  
G12  Gα12, Gα13  ↑ p115RhoGEF  
Gβγ  
↑ Adénylate cyclases 2, 4 et 7  
↓ Adénylate cyclase 1  
↑ Phospholipases C  
↑ Canaux K+ GIRK  
↓ Canaux Ca2+  
↑ Kinases (GRK, PI-3-K)  
 
Tableau 1. Les protéines G hétérotrimériques et leurs effecteurs (Wettschureck and Offermanns, 
2005). 
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II.4.1.1. Le cycle des protéines G 
 
Les protéines G représentent les principaux transducteurs et répondent toutes au même 
mécanisme d’activation/inactivation permettant ainsi une transduction réversible et spécifique 
des signaux dans les cellules (Cabrera-Vera et al., 2003). Lorsque le GDP est lié à la sous-
unité α, au niveau de son domaine GTPase, le complexe βγ s’associe à cette dernière pour 
former un hétérotrimère inactif. Selon le modèle classique, la fixation du ligand sur le 
récepteur se traduit par des changements de conformation du récepteur qui va ainsi se coupler 
à la sous-unité α de la protéine G ; celle-ci perd son affinité pour le GDP et l’expulse. Le GTP 
qui est présent à de très haute concentration dans la cellule, vient ensuite occuper le site ainsi 
libéré. Cet échange de nucléotide induit une diminution de l’affinité de la sous-unité α pour le 
complexe βγ (Figure 6). Les sous-unités dissociées régulent alors différents effecteurs 
spécifiques tels que les adénylates cyclases (AC), les phospholipases C (PLC) aboutissant à 
des variations de la production de second messagers (AMPc, Ca2+ intracellulaire…) qui 
activent des cascades de signalisation, des canaux ioniques, des Mitogen-Activated Protein 
Kinase (MAPK), des phosphodiestérases (PDE), des GPCR kinases (GRK)… 
L’état actif dure jusqu’à l’hydrolyse du GTP en GDP par l’activité GTPasique 
intrinsèque de la sous-unité α. Puis les sous-unités α-GDP et βγ se réassocient pour reformer 
une protéine G hétérotrimérique inactive (Figure 6). 
Le cycle d’activité des protéines G trimériques peut être régulé par d’autres 
partenaires : les inhibiteurs des protéines G ou GTPase Activating Proteins (GAP) qui 
accélèrent l’hydrolyse du GTP en GDP, ou encore les Guanine nucleotide Exchange Factors 
(GEF) activateurs ou G-protein Exchange Factor (GEF), qui favorisent le remplacement du 
GDP en GTP (Figure 6). Enfin, citons la famille des « Regulators of G-protein Signaling » 
(RGS), qui régulent le cycle des protéines G et possèdent également des rôles d’effecteurs et 
de molécules d’échafaudage dans les complexes associés Récepteur-Protéine G. 
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Figure 6 : Représentation schématique du cycle d’activation des protéines G 
hétérotrimériques (RCPG). Ce cycle est régulé par les GTPase Activating Proteins (GAP) 
qui accélèrent l’hydrolyse du GTP en GDP ainsi que les Guanine nucleotide Exchange 
Factors (GEF) qui facilitent la liaison des GTP aux dépens du GTP. (D'après Maurel, 2006). 
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II.4.1.2. Couplage du récepteur  5-HT1A 
 
La stimulation du récepteur 5-HT1A active différentes voies de signalisation sensibles à 
la toxine pertussique, ce qui caractérise un récepteur couplé aux protéines G hétérotrimériques 
de type Gi/Go (Raymond et al., 1993; Mannoury la Cour et al., 2006). 
Parmi les techniques utilisées pour l’identification des protéines G interagissant avec 
les récepteurs 5-HT1A, le recours aux systèmes recombinants présente de nombreux 
avantages. Ainsi, il est possible d’exprimer le récepteur dans des cellules où celui-ci n’est 
habituellement pas présent, de réaliser des co-expressions notamment avec divers sous-types 
de protéines G, de contrôler le niveau d’expression des protéines transfectées. L’expression 
du récepteur 5-HT1A chez Escherichia coli (Bertin et al., 1992), des études de liaison ainsi que 
des techniques de co-immunoprécipitation avec les cellules HeLa et CHO transfectées 
(Raymond et al., 1993; Garnovskaya et al., 1997) ou encore la mesure de la liaison du 
[35S]GTP-γ-S sur des cellules d’insectes Sf9 (Spodoptera frugiperda) co-exprimant le 
récepteur 5-HT1A et diverses sous-unités des protéines G (Gαi, Gβ, Gγ) (Mulheron et al., 
1994; Butkerait et al., 1995; Barr and Manning, 1997) ont mis en évidence un couplage 
fonctionnel avec Gαi1,αi2,αi3, Gαo et Gαz. Ainsi, en dépit de la diversité des systèmes 
d’expression utilisés, l’ensemble de ces approches a permis de dégager un consensus quant 
aux sous-types de protéines G susceptibles d’interagir avec les récepteurs 5-HT1A et à leurs 
affinités relatives pour ces récepteurs telle que : Gαi3>Gαi2>>Gαi1>>Gαo>Gαz.  
Des différences régionales de couplage ont été mises en évidence dans le cerveau de 
rat. Au niveau du raphé antérieur, les récepteurs 5-HT1A semblent interagir spécifiquement 
avec la protéine Gαi3 tandis que dans l’hippocampe ils sont principalement couplés à la 
protéine Gαo (Mannoury la Cour et al., 2006). Une telle disparité de couplage pourrait 
expliquer des différences de régulation des récepteurs 5-HT1A.    
 II.4.2. Adénylate cyclase 
 
Le principal effecteur enzymatique spécifiquement associé aux récepteurs 5-HT1A est 
l'adénylate cyclase (AC). La stimulation du récepteur induit, via la mobilisation des protéines 
Gi/Go, une inhibition de cette enzyme, et donc une diminution de la synthèse d'AMPc (De 
Vivo and Maayani, 1986; Weiss et al., 1986). Cette inhibition de l'activité de l’AC a été mise 
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en évidence dans l'hippocampe de rat et de cobaye après stimulation préalable de l'enzyme par 
la forskoline (Bockaert et al., 1987; Schoeffter and Hoyer, 1989; Varrault et al., 1991) . De 
plus, elle a pu être reproduite dans un certain nombre de lignées cellulaires transfectées avec 
le gène codant ce récepteur (cellules CHO, HeLa, NIH-3T3,GH4C1, LLC-PK1) (Fargin et al., 
1989; Liu and Albert, 1991; Varrault et al., 1992; Pauwels et al., 1993; Langlois et al., 1996; 
Darmon et al., 1998). Clarke et al n’ont pu démontrer l’inhibition de l’activité de l’AC  dans 
le NRD (Clarke et al., 1996), mais Hamon (1997) a rapporté le couplage négatif des 
autorécepteurs 5-HT1A à l’AC. 
Par ailleurs, bien que des expériences de microdialyse d’une part, et des études de 
liaison et de mesure de l’activité adénylate cyclase sur membranes d'hippocampe de rat 
d’autre part, aient rapporté une augmentation des taux d'AMPc après stimulation des 
récepteurs 5-HT1A (Raymond et al., 1993; Cadogan et al., 1994; Markstein et al., 1999), aucun 
couplage positif avec l'adénylate cyclase n'a pu être mis en évidence dans les systèmes 
transfectés étudiés. De plus, aucune preuve n'a pu être apportée en faveur d'une interaction 
directe entre le récepteur 5-HT1A et la protéine Gαs (Raymond et al., 1993). Ceci suggère 
l'implication probable, dans les effets positifs des agonistes sur la production d’AMPc, d'un 
autre sous-type de récepteurs tel que le récepteur 5-HT7. De fait, ce dernier possède une bonne 
affinité pour certains agonistes 5-HT1A (notamment pour la 5-CT et le 8-OH-DPAT) et il est 
positivement couplé à l’adénylate cyclase (Ruat et al., 1993). 
 II.4.3. Phospholipase C (PLC) 
 
Dans des cellules surexprimant le récepteur 5-HT1A (fibroblastes Ltk-, cellules HeLa), 
on observe une activation de la PLC par mesure de l’hydrolyse du phosphatidylinositol 
biphosphate lorsqu’elles sont exposées à un agoniste (Liu and Albert, 1991; Harrington et al., 
1994).  Dans ce cas, la libération de Ca2+ et de DAG qui en résulte peut induire 
secondairement une activation de la PKC. En revanche, dans l'hippocampe de rat, la 
stimulation des récepteurs 5-HT1A peut éventuellement conduire à une inhibition de la PLC, 
mais cette signalisation consécutive à l’activation du récepteur semble faible par rapport à 
l’inhibition de l’AC (Claustre et al., 1988, 1991).  
 
 
 
36 
 
II.4.4. GIRKs 
 
 Il existe également des interactions entre les récepteurs 5-HT1A et certains canaux 
ioniques, essentiellement potassiques (K+) et calciques (Ca2+) (Figure 7). En effet, la 
stimulation des récepteurs 5-HT1A par la 5-HT ou d’autres agonistes entraîne, dans le NRD et 
dans l’hippocampe, l'activation d'une protéine G de type Gi/Go sensible à la PTX et 
l'ouverture d’un canal K+ dont l’effet hyperpolarisant conduit à une diminution de l'activité 
électrique des neurones (Andrade et al., 1986; Sprouse and Aghajanian, 1987; Innis et al., 
1988). Cette voie fait intervenir une interaction directe entre le canal ionique et la sous-unité 
βγ de la protéine Go dans l’hippocampe (Oleskevich, 1995). De plus, dans le NRD, 
l’activation des autorécepteurs 5-HT1A peut également conduire à la fermeture de canaux Ca2+ 
via, semble-t-il, une protéine Go (Penington and Kelly, 1990; Liu and Albert, 1991). 
 II.4.5. Voies MAPK/ERK et Akt 
 
L’activation du récepteur 5-HT1A régule différemment la voie de signalisation 
« extracellular signal-regulated kinase » (ERK ou MAPK) selon le tissu étudié. Les MAPKs 
constituent un groupe de serine/thréonine kinases connues pour induire des changements 
structurels cellulaires et réguler des réponses physiologiques telles que la prolifération, la 
différenciation, l’apoptose, la potentialisation à long terme et d’autres formes de plasticité 
synaptique (Girault et al., 2007). Ces kinases sont activées par la phosphorylation de résidus 
tyrosine et thréonine par d’autres kinases (mitogen activated protein kinase kinases 1/2,  
MEK1/2 ou MAP2K1/2). Une fois activées, les MAPKs vont phosphoryler des facteurs de 
transcription qui activeront la transcription de gènes.  
Dans les cellules CHO transfectés avec le récepteur 5-HT1A,  la  phosphorylation de 
ERK induite par la stimulation des récepteurs 5-HT1A dépendrait de l’activation des kinases 
Src et de petites GTPases Ras et Raf (Raymond et al., 2001). L’activation de ERK est rapide 
mais transitoire car il existe un rétrocontrôle négatif qui inhibe Raf via une cascade 
dépendante d’Akt et de PI3K. ERK phosphorylée transitoirement stimule la voie NF-KappaB 
qui conduit à une inhibition de la caspase-3 et empêche ainsi l’apoptose (Hsiung et al., 2005). 
Dans une autre étude sur des cellules CHO transfectées, la stimulation du récepteur 5-HT1A  
entrainerait l’activation de la voie pro-apoptotique Jun N-terminal kinase (JNK) indépendante 
de ERK via un mécanisme sensible à la toxine pertussis et impliquant des petites GTPases de 
la famille Rho (Turner et al., 2007). 
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Dans des cultures primaires d’hippocampe, la stimulation des récepteurs 5-HT1A natifs 
entraine l’activation d’Akt par l’intermédiaire d’une protéine G et de la PI3K, alors que la 
phosphorylation de ERK n’a pas été observée (Cowen et al., 2005).  
Lorsque le récepteur 5-HT1A est activé in vivo, une baisse de MEK1/2 phosphorylé est 
observée dans l’hippocampe de rat. Cette baisse se répercute sur la phosphorylation de ERK  
et  du facteur de  transcription nucléaire cible Elk1. Par contre, aucun changement du taux de  
phospho-ERK n’est détecté dans le striatum ou le cortex après stimulation du récepteur 
5-HT1A (Chen et al., 2002). Une rapide augmentation de phospho-ERK a été rapportée dans le 
noyau hypothalamique paraventriculaire et dans le noyau du raphé dorsal après administration 
d’un agoniste 5-HT1A par voie systémique (Sullivan et al., 2005). 
L’ensemble de ces données montre que selon que l’on stimule le récepteur 5-HT1A 
dans des lignées cellulaires stables, des cultures primaires de neurones ou in vivo la voie 
ERK-dépendante anti-apoptotique est activée de façon différente. Dans l’ensemble, les voies 
de signalisation activées après stimulation des récepteurs 5-HT1A semblent varier selon la 
région cérébrale. Ceci pourrait dépendre de différences de couplage avec les protéines G et les 
effecteurs.  
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Figure 7. Voies de signalisation du récepteur 5-HT1A: Le récepteur 5-HT1A est couplé 
négativement à l’adenylate cyclase (AC) via la protéine Gαi/o. Son activation provoque 
une diminution d’AMPC, l’ouverture des canaux K+ et à la fermeture des canaux Ca2+ 
conduisant à une hyperpolarisation et à la  diminution de la libération de 5-HT. Flèches 
bleues, inhibition; flèches rouges, stimulation. (Masson et al., 2012) 
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II.5. AUTORÉCEPTEUR 5-HT1A  
 
Le taux de 5-HT extracellulaire est régulé par le 5-HTT et également par la 
monoamine oxydase MAOA. La décharge neuronale est régulée par une boucle de rétro-
action négative mise en jeu par la sérotonine via les autorécepteurs somatodendritiques 
5-HT1A. Au niveau terminal, la libération de 5-HT est régulée par l’autorécepteur 5-HT1B 
(Figure 8). Nous nous intéressons au récepteur 5-HT1A car comme nous l’avons déjà évoqué, 
il est impliqué dans le mécanisme d’action des antidépresseurs de type ISRS. 
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Figure 8. Le transporteur de la sérotonine et les autorécepteurs 5-HT1A et 5-HT1B 
régulent la neurotransmission sérotoninergique 
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II.5.1. Implication de l’autorécepteur 5-HT1A dans la dépression  
 
 
Parallèlement aux altérations métaboliques, l’implication de certains types de 
récepteurs sérotoninergiques , en particulier les récepteurs 5-HT1A , dans les pathologies liées 
aux troubles de l’humeur telle la dépression a pu être démontrée (pour revues voir Schweizer 
and Rickels, 1991; De Vry, 1995; Blier and Ward, 2003). Ainsi, l’administration d’agonistes 
de ces récepteurs par voie systémique produit des effets de type antidépresseur aussi bien chez 
l’homme que dans des modèles appropriés chez le rat (Goldberg and Finnerty, 1979; Vivian 
and Miczek, 1993; File and Gonzalez, 1996; Griebel et al., 1997; Joordens et al., 1998; 
Olivier et al., 1998). L’implication différentielle des auto- et hétéro-récepteurs 5-HT1A dans 
les effets antidépresseurs est relativement bien définie et sera détaillée plus bas. 
Par ailleurs, des modifications de la densité de ces récepteurs ont été mises en 
évidence dans le cerveau post mortem de suicidés. Alors que les études antérieures étaient 
plutôt disparates concluant tantôt à l’absence de modifications des récepteurs 5-HT1A (Arranz 
et al., 1994), tantôt à une augmentation de la densité de ces récepteurs dans le cortex 
préfrontal (Arango et al., 1995),  Stockmeier et al., (1998) ont  clairement mis en évidence 
une augmentation de l’expression des autorécepteurs 5-HT1A dans le NRD chez des suicidés 
souffrant de dépression majeure. En revanche, une réduction de la densité du 5-HTT dans le 
cortex préfrontal et dans le NRD a par ailleurs été rapportée dans une autre population de 
suicidés déprimés (Arango et al., 1995; et al., 2001).  
L’ensemble de ces observations post-mortem conforte l’idée d’un hypofonctionnement 
de la neurotransmission sérotoninergique qui pourrait être lié, au moins en partie, à une 
surexpression des autorécepteurs 5-HT1A dans le NRD chez les patients déprimés. 
L’augmentation du nombre des hétérorécepteurs 5-HT1A associée à la baisse de l’expression 
du 5-HTT constituerait une adaptation centrale, compensant la neurotransmission 
sérotoninergique déficitaire. Mais cette spéculation reste très controversée. En effet,  plusieurs 
études de neuroimagerie in vivo par Tomographie d’émission de positons (PET-SCAN) 
montrent une baisse de la densité des récepteurs 5-HT1A chez les déprimés dans toutes les 
structures cérébrales, structures limbiques, cortex préfrontal, amygdale, hippocampe, y 
compris le NRD (Drevets et al., 1999; Drevets et al., 2007; Hirvonen et al., 2008; Shrestha et 
al., 2012).  
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II.5.2. Effets des traitements ISRS 
 II.5.2.1. Effet d’un traitement aigu 
 
 L’administration aiguë d’ISRS a pour conséquence une augmentation du taux de 
5-HT extracellulaire au niveau du NRD, alors qu’il reste inchangé au niveau des aires de 
projection des neurones sérotoninergiques (Adell and Artigas, 1991). Ces données confirment 
le rétrocontrôle inhibiteur exercé par les autorécepteurs 5-HT1A sur la décharge neuronale, 
démontré par des données électrophysiologiques (Sprouse and Aghajanian, 1987). En effet, le 
blocage du transporteur au niveau du NRD induit une augmentation du taux de 5-HT 
extracellulaire conduisant à une activation des autorécepteurs somatodendritiques 5-HT1A. 
Cette activation entraîne alors une diminution de la libération de 5-HT dans les aires de 
projection, qui compense l’élévation du taux extracellulaire normalement due au blocage du 
transporteur. Il en résulte un taux inchangé de 5-HT extracellulaire en post-synaptique 
(Figure 9). En revanche, lorsque les autorécepteurs 5-HT1A sont bloqués par une pré-
administration d’un antagoniste (WAY 100635), la levée du rétrocontrôle inhibiteur provoque 
une augmentation importante des taux extracellulaires de 5-HT dans l’hippocampe ou le 
cortex à la suite d’une administration aiguë d’un ISRS par voie systémique (Hjorth, 1993; 
Malagie et al., 1996; Gundlah et al., 1997; Invernizzi et al., 1997).  
 Ainsi, au vu de ces résultats, les effets sur la neurotransmission sérotoninergique 
centrale de l’administration aiguë d’antidépresseurs inhibant la recapture de la 5-HT ne 
peuvent expliquer leur efficacité antidépressive puisqu’ils n’induisent pas, au niveau des 
zones de projections du NRD, d’augmentation des taux extracellulaires de 5-HT susceptible 
de s’opposer à l’hypoactivité sérotoninergique centrale associée aux états dépressifs. Il semble 
donc que l’activité antidépressive des ISRSs nécessite la mise en œuvre de mécanismes 
adaptatifs plus complexes. Comme le suggère le délai d’action de trois semaines nécessaire à 
l’apparition des premiers signes d’amélioration clinique, ces mécanismes pourraient ne se 
mettre en place qu’après une administration prolongée de ces molécules. 
  II.5.2.2. Effet d’un traitement chronique 
 
Lors d’un traitement chronique par un ISRS (15 à 21 jours), les taux extracellulaires 
de 5-HT augmentent à la fois au niveau du NRD et dans ses zones de projection (Bel and 
Artigas, 1993). Des enregistrements électrophysiologiques des neurones sérotoninergiques du  
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Figure 9. Adaptation de la neurotransmission sérotoninergique lors de 
traitements par des antidépresseurs de type ISRS. 
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NRD effectués après un traitement chronique par un ISRS ont mis en évidence une 
diminution de l’efficacité des agonistes 5-HT1A à inhiber l’activité électrique de ces neurones 
(Blier and De Montigny, 1983; Blier et al., 1984; Chaput et al., 1986; Jolas et al., 1994; Le 
Poul et al., 1995) (Tableau 2). Ces résultats traduisent la survenue d’une désensibilisation 
fonctionnelle des autorécepteurs 5-HT1A dans le NRD, en réponse à leur stimulation 
prolongée par la 5-HT endogène non recaptée lors du traitement par l’ISRS. Ce phénomène 
adaptatif du système sérotoninergique contribuerait à l’action thérapeutique des ISRS (Blier et 
al., 1984) (Figure 9). II.5.3. Caractéristiques de la désensibilisation des auto-récepteurs 
5-HT1A induite par les ISRS 
 
Afin de déterminer les mécanismes moléculaires qui sous-tendent les modifications 
fonctionnelles des autorécepteurs 5-HT1A observées à la suite d’un traitement chronique par 
les ISRS, des expériences de liaison ont été réalisées avec des ligands radiomarqués, agonistes 
tel  le [3H]8-OH-DPAT (Gozlan et al., 1983), ou antagonistes comme le [3H]WAY 100635 
(Laporte et al., 1994). Ces expériences ont montré que la densité des sites récepteurs 5-HT1A 
reste inchangée après un traitement chronique par les ISRS, aussi bien dans le NRD que dans 
l’hippocampe ou dans l’hypothalamus (Li et al., 1997; Le Poul et al., 2000) (Tableau 2). La 
désensibilisation des autorécepteurs 5-HT1A du NRD induite par l’administration chronique 
d’ISRS ne serait pas due à une “down-régulation” de ces récepteurs, mais impliquerait plutôt 
une altération des mécanismes de transduction en aval. II.5.3.1. Efficacité du couplage récepteur 5-HT1A-protéine G 
 
L’efficacité du couplage entre les autorécepteurs 5-HT1A et les protéines G qui leur 
sont spécifiquement associées peut être évaluée par la mesure de la liaison du [35S]GTP-γ-S 
en réponse à la stimulation des récepteurs 5-HT1A. De nombreuses études ont rapporté, après 
une administration prolongée de fluoxétine chez le rat comme chez la souris, une diminution 
de la liaison de ce radioligand dans le NRD (Hensler, 2002; Pejchal et al., 2002) (Tableau 2) 
et dans le NRM (Hensler, 2002), sans modification dans la substance noire (Pejchal et al., 
2002), l’hippocampe (Hensler, 2002; Pejchal et al., 2002) (Tableau 2), ou encore le cortex 
cérébral (Hensler, 2002). Par conséquent, il apparaît que la désensibilisation des 
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autorécepteurs 5-HT1A du NRD induite par les ISRS, serait due, en partie, à une altération du 
couplage entre le récepteur et les protéines G associées.  II.5.3.2. Internalisation et régulation différentielles des récepteurs 
5-HT1A dans l’hippocampe et le raphé 
 
La désensibilisation pourrait également être expliquée par une internalisation du 
récepteur. Le récepteur internalisé ne serait alors plus activable par la 5-HT, ce qui aboutirait 
à une levée du frein sur l’activité électrique du neurone et la libération de 5-HT.  
Des études sur la distribution subcellulaire du récepteur 5-HT1A ont été conduites dans 
des systèmes hétérologues exposés à la 5-HT dans des conditions susceptibles d’entrainer la 
désensibilisation du récepteur. Une baisse de 25 % de la densité des récepteurs 5-HT1A à la 
membrane plasmique  a été mesurée par la méthode de tri cellulaire assisté par fluorescence 
(FACS) dans  les cellules HEK 293 après  exposition à la 5-HT (10 µM) suggérant une 
internalisation agoniste-dépendante (Della Rocca et al., 1999). Par contre dans les cellules 
CHO exprimant le récepteur 5-HT1A aucune modification de la distribution du récepteur au 
niveau membranaire ou intracellulaire n’a été mise en évidence après 30 minutes d’exposition 
à la 5-HT (10 µM) avec ou sans l’antagoniste p-MPPI 10 µM (Pucadyil et al., 2004).  Enfin 
une étude récente dans les cellules de neuroblastome Neuro2a de souris a montré une 
internalisation constitutive de 20 % du récepteur 5-HT1A et une internalisation agoniste-
dépendante de 60% en présence continue de 5-HT pendant 60 min alors que le pourcentage 
d’internalisation tombe à 40 % lors d’une stimulation « pulsatile » de 15 min (Fichter et al., 
2011). 
L’internalisation de l’autorécepteur 5-HT1A, visualisée par immunocytochimie en 
microscopie électronique, a été décrite par Riad et al., (2001) dans les neurones dans les 
neurones du NRD après traitement aigu in vivo avec l’agoniste 8-OH-DPAT ou la fluoxétine 
chez le rat (Tableau 2). Dans ces conditions de stimulation aiguë, si l’autorécepteur est 
internalisé dans le raphé, aucun changement de distribution du récepteur n’a été observé dans 
l’hippocampe (Riad et al., 2001; Riad et al., 2004). En revanche, après traitement chronique 
avec la fluoxétine, les récepteurs ne sont internalisés ni dans le NRD ni dans l’hippocampe 
(Riad et al., 2008) (Tableau 2). Ces résultats sont en désaccord avec les données obtenues par 
électrophysiologie (cf II.5.2.2) montrant une désensibilisation dans le raphé après traitement 
chronique. L’explication pourrait être qu’après internalisation répétée, l’autorécepteur serait 
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recyclé et ré-adressé à la membrane mais dans un état non fonctionnel, non couplé à la 
protéine G.  
Tableau 2. Régulation différentielle des récepteurs 5-HT1A dans l’hippocampe et le raphé 
après traitement par ISRS 
Il semble donc que le lien entre internalisation et désensibilisation des récepteurs 5-HT1A 
soit particulièrement original. Dans le chapitre suivant nous décrirons les mécanismes 
moléculaires et cellulaires impliqués dans la régulation des RCPGs et nous développerons 
plus en détail le phénomène d’internalisation. 
 III. LES DIFFÉRENTS NIVEAUX DE RÉGULATION DU FONCTIONNEMENT DES RCPG 
 
La désensibilisation des récepteurs après leur activation peut faire intervenir deux 
phénomènes étroitement intriqués : le découplage entre le récepteur et la protéine G, et le 
retrait des récepteurs activés de la membrane plasmique par endocytose. Ainsi les événements 
qui se déroulent lors de la stimulation prolongée d’un RCPG peuvent être décomposés comme 
suit (Ferguson, 2001) (Figure 10): 
- activation des voies de signalisation en aval du récepteur ; 
- désensibilisation à court terme médiée par la phosphorylation du RCPG par les 
GPCR Kinases (GRK), suivie de la liaison des β-arrestines qui découplent le 
récepteur et la protéine G au niveau de la membrane plasmique ; 
- endocytose du complexe récepteur-ligand, suivie d’un parcours à travers différents 
compartiments intracellulaires, se terminant par le retour du récepteur à la membrane 
plasmique (recyclage), ou par la dégradation du récepteur dans les lysosomes. 
Durée
Traitement 
ISRS
Raphé Hippocampe Auteur
Internalisation
Aigu Oui Non Riad, 2001,2004
Chronique Non Non Riad, 2008
Découplage Chronique Oui Non Hensler, 2002
Modification densité Chronique Non Non Le Poul, 2000
Baisse activité 
électrique Chronique Oui Non
Blier, 1983; Le Poul,
1995
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Figure 10 : Représentation schématique des différents niveaux de régulation du 
fonctionnement des RCPG.  
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III.1. MODÈLE D’ACTIVATION DES RCPG 
 
De façon simplifiée, on considère que les RCPG existent sous deux conformations : 
une forme inactive R et une forme active R* (Lefkowitz et al., 1993). Classiquement, à l’état 
basal, le récepteur est sous forme R et lorsqu’il fixe son ligand activateur ou agoniste, il passe 
sous la forme R*, beaucoup plus affine pour la protéine G. Cependant, il a été montré qu’il 
existe en réalité un équilibre entre les formes R et R*. D’ailleurs, certains récepteurs sont 
partiellement sous forme R* à l’état basal, sans ligand. On dit alors que ces récepteurs ont une 
activité constitutive (Costa and Cotecchia, 2005) et c’est d’ailleurs en étudiant cette propriété 
qu’a été proposé le modèle d'équilibre R↔R* ou complexe ternaire allostérique (ternaire car 
il fait intervenir le ligand, le récepteur et la protéine G, allostérique à cause des changements 
de conformation qui ont lieu, Samama et al., 1993). 
Les différents types de ligands, agonistes, antagonistes et agonistes inverses sont 
aisément différenciés sur un graphe représentant l’intensité de la signalisation en fonction de 
la concentration du ligand (Figure 11). 
 
On peut donc, d’une certaine façon, considérer que la fixation du ligand constitue une 
régulation de l’activité du récepteur, en déplaçant l’équilibre vers la forme R*. Mais de 
nombreux autres niveaux de régulation participent à l’efficacité du signal faisant intervenir les 
RCPG. 
 
48 
 
 
A/ La réponse d’un RCPG 
« classique » à l’activation par 
un agoniste suit une courbe 
sigmoïde, permettant de définir 
son affinité (concentration 
amenant la moitié de l’effet) et 
son efficacité e (valeur relative 
de l’effet maximal). L’agoniste 
favorise la présence de la 
conformation active R* 
(orange). Un antagoniste a une 
efficacité nulle et laisse le 
récepteur en conformation 
inactive (gris). 
B/ Lorsque le récepteur possède 
une activité basale en absence 
de ligand, en plus de l’agoniste 
qui favorise la conformation 
active R* (e>0, orange) et de 
l’antagoniste neutre qui ne 
change pas l’équilibre R↔R* 
(e=0, gris), on peut trouver des 
ligands qui favorisent la 
population inactive R et 
diminuent l’activité basale (e<0, 
vert). 
C/ La distinction entre activité 
constitutive (en absence 
d’agoniste) et une activité 
« basale » due à la présence de 
l’agoniste endogène nécessite   
l’utilisation d’un antagoniste 
neutre (gris),  car les agonistes 
et agonistes inverses peuvent 
induire des variations similaires 
de la signalisation  dans les 
deux situations (bleu, vert et 
orange). 
 
Figure 11. Activation des RCPGs d’après C. Leterrier (Thèse de sciences, 2006) 
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III.2. RÉGULATION DE LA TRANSDUCTION DU SIGNAL 
 III.2.1. Désensibilisation à court terme ou découplage par 
phosphorylation et interaction avec les β-arrestines 
 
La désensibilisation fait habituellement référence aux processus entraînant le 
découplage des récepteurs de leurs protéines G (Ferguson, 2001). Dans ce chapitre, on 
s’intéressera particulièrement aux mécanismes concernant les RCPG, mais il existe également 
une régulation au niveau des protéines G, notamment via la famille protéique des RGS 
(regulators of G protein signaling, Cabrera-Vera et al., 2003). 
Les RCPG sont rapidement désensibilisés par phosphorylation. Cette phosphorylation 
résulte de l’implication de deux familles de protéines kinases, d’une part les kinases activées 
par les seconds messagers représentées par les PKA et PKC et d’autre part, les sérine-
thréonine kinases appelées aussi « G protein-coupled receptor kinases » (GRK). 
Les kinases activées lors de la signalisation telles que la PKA (activée par l’AMPc) ou 
la PKC (activée par le calcium) peuvent exercer un rétrocontrôle et phosphoryler les 
récepteurs qui ont induit leur activation, mais elles peuvent également agir sur d’autres 
récepteurs (désensibilisation hétérologue). Leur action est possible que le récepteur soit sous 
forme R ou R* (Pierce et al., 2002). Des études dans des cellules CHO exprimant le récepteur 
5-HT1A humain ont montré que l’activation de la PKC par des esters de phorbol  entrainait la 
phosphorylation rapide du récepteur et sa désensibilisation. Cette désensibilisation se traduit 
par la diminution de la puissance des agonistes à inhiber l’adénylate cyclase et/ou la 
diminution du nombre de récepteurs à la membrane plasmique (Raymond, 1991; Harrington 
et al., 1994). La mutation de sites de phosphorylation du récepteur  5-HT1A humain exprimé 
dans des cellules CHO et HeLa aboutit au blocage de la désensibilisation normalement induite 
par un activateur de la PKC (TPA) confirmant l’existence d’un lien entre phosphorylation et 
désensibilisation (Lembo and Albert, 1995). La phosphorylation induite par la PKA entraîne, 
elle aussi, une désensibilisation des récepteurs 5-HT1A comme l’ont montré plusieurs études 
réalisées avec diverses lignées de cellules transfectées, essentiellement des fibroblastes Ltk- et 
des cellules HeLa et CHO (Liu and Albert, 1991; Harrington et al., 1994; Raymond and 
Olsen, 1994). 
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Les enzymes de la famille GRK phosphorylent spécifiquement les récepteurs actifs 
(Bouvier et al., 1988). Leur action favorise l’interaction avec un autre type de protéines, les β-
arrestines, qui empêchent la fixation des protéines G par encombrement stérique et participent 
au déclenchement de l’endocytose. Un autre rôle des GRK serait le recrutement de PI3-
kinases au voisinage des récepteurs activés, permettant de générer un environnement lipidique 
propice à l’endocytose (Naga Prasad et al., 2002). La conformation R* des récepteurs les 
active, de même que certaines sous-unités βγ libres (voir Ferguson, 2001, pour revue). La 
présence dans le récepteur 5-HT1A, de nombreux sites potentiels de phosphorylation (17 
résidus sérines/thréonine portés par les boucles intracellulaires) laisse à penser qu’il existe, 
pour ces récepteurs, un processus de désensibilisation homologue impliquant les GRKs. En 
effet, dans les cellules Sf9 exprimant le récepteur 5-HT1A, la phosphorylation des récepteurs 
suite à un contact prolongé avec la 5-HT a été bloquée par l’héparine, un inhibiteur des GRKs 
mais pas par les bloquants de la PKC (Nebigil et al., 1995). 
 
 
Les arrestines ont été caractérisées comme cofacteurs nécessaires à la désensibilisation 
de la rhodopsine et du récepteur adrénergique de type β2A (Lohse et al., 1990). Les arrestines 
2 et 3 (ou β-arrestines 1 et 2) sont ubiquitaires et interviennent dans la désensibilisation de 
nombreux RCPG (Lefkowitz and Shenoy, 2005). Elles ont un double rôle dans la 
désensibilisation des RCPGs. Elles permettent d’une part le découplage des protéines G : elles 
se lient au récepteur phosphorylé et découplent, par effet stérique, le récepteur et la sous-unité 
α. D’autre part, les β-arrestines sont importantes pour les premières étapes de l’endocytose du 
récepteur car elles déclenchent le regroupement des récepteurs à la membrane plasmique 
(appelé patching) et le recrutement de la machinerie nécessaire à la formation d’un puits 
recouvert de clathrine. De fait, les arrestines interagissent avec la clathrine et l’adaptateur AP-
2. Le rôle des arrestines est cependant plus large que ces deux implications dans la 
désensibilisation, car elles sont le point de départ d’un complexe de signalisation de cinétique 
plus lente que celle résultant de l’activation de protéines G (Luttrell and Gesty-Palmer, 2010). 
Notamment, les arrestines peuvent initier l’activation des voies MAP kinases (Morrison and 
Davis, 2003), la transactivation des récepteurs tyrosine kinases tels l’EGF ou du PDGF (Pyne 
et al., 2003) et l’activation de tyrosine kinases telles que Src (DeFea et al., 2000). Pour le 
récepteur 5-HT4, il existe une voie de signalisation indépendante des protéines G ; dans ce 
cas, les β-arrestines 1 sont phosphorylées par la protéine GRK5 et régulent la signalisation du 
récepteur sans l’intervention de la protéine G (Barthet et al., 2009). Par ailleurs, le mécanisme 
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d’internalisation peut différer pour un même récepteur en fonction du ligand ; c’est le cas du 
récepteur 5-HT2A, qui met en jeu un mécanisme d’endocytose indépendant des β-arrestines 
mais dépendant de la dynamine après traitement par un agoniste, la quipazine ; en revanche, la 
sérotonine déclenche l’internalisation du récepteur 5-HT2A via son interaction avec les β2-
arrestines (Bhatnagar et al., 2001). 
 III.2.2. Internalisation 
 
L’un des aspects les plus importants de la régulation de l’activité des RCPG est donc 
leur internalisation. Après activation du récepteur, celui-ci est alors dirigé vers une région 
particulière de la membrane plasmique qui s’invagine pour former une vésicule se détachant 
vers le cytoplasme.  
La voie la mieux caractérisée pour ce phénomène est celle faisant intervenir les puits 
recouverts de clathrine et les β-arrestines. La phosphorylation des RCPG par les GRK 
augmente leur affinité pour les β-arrestines, qui sont également capables de se fixer à la 
clathrine ou à l’adaptateur AP2 (Goodman et al., 1996; Laporte et al., 1999). L’interaction 
avec ces constituants des puits recouverts de clathrine entraîne la migration du récepteur vers 
le puits où est déclenchée l’internalisation. 
Concernant les récepteurs sérotoninergiques, le phénomène d’internalisation a été 
décrit pour la première fois pour le récepteur 5-HT2A, in vitro, dans les cellules NIH 3T3 
transfectées, exposées 30 minutes à la quipazine 1 µM, un agoniste du récepteur 5-HT2A. In 
vivo, dans les somas des neurones pyramidaux du cortex de rat, les récepteurs 5-HT2A sont 
internalisés après 7 jours de traitement avec la clozapine en sous-cutané (Berry et al., 1996; 
Willins et al., 1998). En réalité, le récepteur 5-HT2A est internalisé à la fois de façon 
constitutive et en réponse à l’activation par un agoniste, et les mécanismes de son 
internalisation et de son recyclage ont été décrits (Baldys and Raymond, 2011). De même, le 
récepteur 5-HT4 est l’objet d’une  internalisation et d’un recyclage, ce dernier pouvant varier 
selon les isoformes a ou b (Mnie-Filali et al., 2010).   
L’ensemble de ces données montre que, bien que de structure identique car issus de la 
transcription d’un même gène sans intron (Albert et al., 1990), les récepteurs 5-HT1A 
présentent des adaptations différentielles après une administration prolongée d’un ISRS ou 
d’un agoniste 5-HT1A, en fonction de leur localisation (autorécepteur versus hétérorécepteur).  
Cependant les mécanismes de l’endocytose et du trafic post-endocytique du récepteur sont 
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peu connus. Le chapitre suivant sera consacré à la description de l’internalisation et du trafic 
des récepteurs couplés aux protéines G. 
 III.2.3. Down-régulation ou désensibilisation à long terme 
 
La désensibilisation à long terme se caractérise par la diminution du nombre de 
récepteurs présents à la surface cellulaire. Ce phénomène apparaît le plus souvent à la suite 
d’une exposition prolongée et répétée des récepteurs à un agoniste ou à leur ligand endogène 
survenant dans un contexte pathologique ou encore au cours d’un traitement médicamenteux à 
long terme. Le processus en lui-même est lent car il implique dans un premier temps une 
dégradation des sites de liaison présents à la membrane ou en cours d’adressage vers leurs 
sites fonctionnels puis la régulation génique de la néosynthèse de récepteur. Bien que le 
mécanisme exact de cette dégradation soit mal connu, le trafic des récepteurs internalisés dans 
des endosomes précoces puis vers les lysosomes semble vraisemblable mais pose la question 
de l’interdépendance de la down-régulation et des phénomènes d’internalisation des 
récepteurs. De fait, Gagnon et al., (1998) ont montré que l’inhibition de l’endocytose des 
récepteurs β2 adrénergiques par la mutation d’une β arrestine réduit également leur taux de 
dégradation. Une down-régulation a également été mise en évidence pour le sous type M1 des  
récepteur muscariniques de l’acétylcholine : dans des fibroblastes embryonnaires de souris 
exprimant le récepteur eGFP-M1 la down-régulation maximale (baisse de 55%) est atteinte 
après 12 h de traitement avec un agoniste cholinergique, le carbachol (1 mM). C’est 
l’ubiquitination de la β-arrestine 2 qui entrainerait l’orientation des récepteurs vers la voie de 
dégradation des lysosomes (Mosser et al., 2008). La down-régulation a aussi été observée 
pour les récepteurs aux opioïdes de type δ (DOR) par immunoblots et  binding après 3 h 
d’exposition à un agoniste telle la DADLE ou l’etorphine (10 µM) (Tsao and von Zastrow, 
2000) 
 III.2.4. Resensibilisation 
 
Après avoir été désensibilisés, certains récepteurs vont suivre des voies plus ou moins 
complexes pour être à nouveau fonctionnels, on parle alors de resensibilisation. Il est 
nécessaire pour cela que le récepteur soit libéré de son ligand et déphosphorylé. Ce processus 
implique donc l’action de phosphatases et peut avoir lieu au niveau de la membrane 
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plasmique (dans ce cas, sans internalisation) ou bien au cours du trafic intracellulaire du 
récepteur. Un des rôles de l’internalisation est d’ailleurs de favoriser cette resensibilisation 
(Ferguson, 2001). En effet, elle permet d’amener les récepteurs à proximité d’une phosphatase 
spécifique des RCPG associée aux endosomes, organelles où le pH acide permet l’activité des 
phosphatases (Pitcher et al., 1995; Krueger et al., 1997). Le phénomène de resensibilisation a 
été décrit pour les récepteurs β2-adrénergiques (Tao et al., 2007) , le récepteur de la substance 
P de type NK-1 (Murphy et al., 2011) ou encore le récepteur CB1des cannabinoïdes (Wu et 
al., 2008). La queue carboxy-terminale du récepteur 5-HT2A jouerait un rôle crucial dans son 
le recyclage et sa resensibilisation (Baldys and Raymond, 2011). 
 
III.3. TRAFIC INTRACELLULAIRE 
 III.3.1. Endocytose 
L’endocytose médiée par des récepteurs permet d’internaliser à la fois les molécules 
fixées sur les récepteurs et les récepteurs eux-mêmes. Elle regroupe plusieurs mécanismes 
différents selon le type d’invagination qui constitue leur point de départ : puits recouverts de 
clathrine, puits non recouverts de clathrine, et cavéoles (Mellman, 1996). 
L’endocytose joue un rôle primordial, car elle permet, d’une part, de réguler la densité des 
récepteurs à la membrane, et donc la sensibilité de la cellule aux ligands, et, d’autre part, de 
récupérer les récepteurs après activation et désensibilisation par les GPCR kinases (GRK) et 
les β-arrestines. 
 Le mécanisme d’endocytose dominant est l’endocytose dépendante de la clathrine. 
Celle-ci commence par le regroupement des récepteurs à la membrane plasmique, et la 
formation d’un puits recouvert de clathrine (CCP pour clathrine Coated Pit) (Conner and 
Schmid, 2003; Mousavi et al., 2004), qui sont constitués de la clathrine elle-même et de 
l’adaptateur AP-2 (Assembly Protein 2) (Figure 12). La clathrine est une protéine composée 
de trois sous-unités légères et de trois sous-unités lourdes s’assemblant en une structure en 
forme de trépied. 
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sPuits recouvert
de clathrine
Figure 12 : Désensibilisation et trafic intracellulaire des RCPG. A la suite de 
l’activation par un agoniste, les GRKs  phosphorylent la queue carboxyterminale du 
recepteur (P), permettant le recrutement des β-arrestines (βarr) et le découplage des 
protéines G (α,β,γ, bleu). La clathrine et l’adaptateur AP-2 sont recrutés et forment un 
puits recouvert de clathrine  qui est séparé de la membrane plasmique par la dynamine. 
Les vésicules transitent par des voies dépendantes de Rab5 vers les endosomes de tri 
d’où ils repartent vers la membrane plasmique (recyclage médié par Rab4 et Rab11) par 
l’intermédiaire des endosomes de recyclage (en bas à gauche). Les récepteurs peuvent 
également être dirigés, parfois après ubiquitination (vert), vers la dégradation dans les 
lysosomes par la voie des endosomes tardifs dépendante de Rab7 (en bas à droite). Les 
différentes protéines intervenant dans le tri intracellulaires (gris) sont décrites dans le 
texte. D’après C. Leterrier (Thèse de doctorat, 2006). 
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AP-2, formé de plusieurs sous-unités, se place entre la membrane plasmique et le 
réseau de clathrine pour interagir par la sous-unité β2 avec la clathrine, et par la sous unité α 
avec la membrane plasmique. Le cholestérol joue un rôle dans cette étape, soit en facilitant les 
interactions entre la membrane et AP-2, soit en permettant la déstabilisation locale de la 
membrane nécessaire à l’invagination (Rodal et al., 1999; Subtil et al., 1999; Bjork and 
Svenningsson, 2011).  La dernière étape de l’endocytose est la fission de la membrane qui 
transforme le puits en une vésicule intracellulaire, cette étape étant assurée par la dynamine. 
De plus, la dynamine est impliquée dans les premières étapes du transport de la vésicule car 
elle interagit aussi avec des protéines régulant le cytosquelette (Abp1, Auxin binding protein 
1 ; cortactine). Une fois la vésicule détachée de la membrane, le manteau de clathrine se 
dissocie rapidement et la vésicule est dirigée vers les endosomes de tri. 
 
Même si cette voie semble être la voie la plus générale permettant l’endocytose des 
RCPG, il a été montré qu’elle n’est pas universelle et que d’autres voies coexistent 
probablement. Notamment, les cavéoles pourraient être impliquées dans l’internalisation de 
certains récepteurs comme le récepteur β2 adrénergique, mais les données à ce sujet restent 
controversées (Ferguson, 2001), pour les récepteurs de la cholecystokinine (Roettger et al., 
1995) et ceux de l’endothéline (Okamoto et al., 2000). 
 
 III.3.2. Trafic post endocytose 
 
Alors que les premières étapes de l’endocytose sont relativement proches pour tous les 
RCPG, des différences apparaissent après l’internalisation (Figure 12). Certains récepteurs 
sont rapidement recyclés, d’autres plus lentement, ou sont dirigés vers les lysosomes pour être 
dégradés (Gaborik and Hunyady, 2004). Ainsi le récepteur Trf de la transferrine cycle 
constitutivement entre la membrane et les compartiments endosomaux, suivant les voies 
d’endocytose et les voies de recyclage rapides et lentes (Willingham et al., 1984). Le 
récepteur tyrosine kinase du facteur de croissance épidermique ou Epidermal Growth Factor 
(EGFR) est l’exemple même des récepteurs qui sont dirigés vers les voies de dégradation. De 
fait, ce récepteur est très peu recyclé et est majoritairement dirigé vers les endosomes tardifs 
et les lysosomes (Sorkin and Waters, 1993). De nombreux mécanismes de tri déterminent la 
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régulation du trafic intracellulaire des RCPG après endocytose et les protéines GTPases Rab 
(Ras-related GTP binding protein) y jouent un rôle important. Les GTPases Rab 
appartiennent à la superfamille des protéines Ras ; elles peuvent exister à l’état actif lié au 
GTP, ou à l’état inactif lié au GDP. L’état inactif est soluble et cytosolique, tandis que l’état 
actif est lié aux membranes. Ceci permet aux protéines Rab de s’associer à la membrane de 
certains compartiments de manière spécifique et d’y recruter d’autres protéines membranaires. 
Comme la liaison entre les protéines rab et les membranes dépend de l’activité GTPase, les 
vésicules peuvent échanger rapidement les protéines rab qui leur sont associées et ainsi 
traverser différents compartiments identifiés (Rink et al., 2005) 
Après le détachement de la vésicule d’endocytose, le manteau de clathrine se 
désassemble, transformant la vésicule en un endosome précoce. Les endosomes précoces  
fusionnent avec les endosomes de tri. Cette étape est dépendante de la GTPase Rab5. Le 
ligand éventuel peut être détaché du récepteur par le pH acide régnant dans les endosomes de 
tri (pH~6.0). Si le ligand reste lié au récepteur, ceci favorise l’envoi du complexe récepteur-
ligand vers les voies de dégradation. Ensuite, à partir des endosomes de tri, le récepteur peut 
être directement recyclé à la membrane plasmique par une voie de recyclage rapide 
dépendante de Rab4. De manière alternative, après avoir transité par des endosomes de 
recyclage périnucléaires, le récepteur peut suivre une voie de recyclage lent, dépendante de 
Rab11 (Wang et al., 2008). Enfin, à partir des endosomes de tri, il existe une voie de 
dégradation dépendante de Rab7 vers les lysosomes via les endosomes tardifs (Rosenfeld et 
al., 2002; Seachrist and Ferguson, 2003) (Figure 12). 
Les récepteurs rapidement recyclés vers la membrane plasmique depuis les endosomes 
de tri sont dits de classe A. Ils interagissent préférentiellement avec la β-arrestine 2 qui se 
dissocie rapidement après l’endocytose, et leur recyclage dépend de Rab4. On peut citer le 
récepteur β2AR (Seachrist et al., 2000; Yudowski et al., 2009), le récepteur de la 
corticotropin-releasing hormone (CRH) (Holmes et al., 2006), le récepteur SST3 de la 
somatostatine (Kreuzer et al., 2001) et le récepteur opioïde μ (MOR) (Roman-Vendrell et al., 
2012). Les récepteurs de classe B interagissent de façon prolongée avec les β-arrestines 1 et 2 
après l’endocytose (Oakley et al., 1999). Ces récepteurs, tels le récepteur AT1a de 
l’angiotensine II (Dale et al., 2004), le récepteur 5-HT2A (Baldys and Raymond, 2011), le 
récepteur muscarinique M4 (Volpicelli et al., 2001) et le récepteur des cannabinoïdes de type 
CB2  (Grimsey et al., 2011) sont dirigés vers les endosomes de recyclage avant leur retour à la 
membrane plasmique, souvent en interaction avec Rab11. Alternativement, certains 
récepteurs sont dirigés vers la voie de dégradation (endosomes tardifs et lysosomes), c’est le 
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cas pour les récepteurs opioïdes δ et κ (Li et al., 2000) (Tsao and von Zastrow, 2000), le 
récepteur CXCR2  des chemokines (Fan et al., 2003) ou le récepteur GABAB (Grampp et al., 
2007) dont le trafic vers les lysosomes dépend de Rab7. Mais un récepteur peut ne pas suivre 
qu’une seule voie. Ainsi les récepteurs β2AR, empruntent à la fois les voies de recyclage 
rapide, celles du recyclage lent et les voies de dégradation (Moore et al., 1999). 
Précisons que des interactions des RCPG avec des protéines partenaires autres que les 
GTPases rab participent au tri post-endocytotique. Ainsi, le NHERF1 (Na+/H+ Exchanger 
Regulatory Factor 1) favorise le recyclage rapide (Cao et al., 1999; Ardura and Friedman, 
2011), l’Angiotensin Receptor Associated Protein 1 (ARAP1) contribue au recyclage par la 
voie lente (Guo et al., 2003; Yoon et al., 2008) et la G-protein Associated Sorting Protein 
(GASP) facilite l’orientation vers la dégradation (Whistler et al., 2002). Enfin, la Sorting 
NeXin 1 (SNX1) permet le routage vers les lysosomes (Wang et al., 2002; Abu-Helo and 
Simonin, 2010), et la mono- ou la poly-ubiquitination de la queue carboxyterminale des 
récepteurs β2AR et chemokine CXCR4 provoque leur routage vers les lysosomes (Marchese 
et al., 2008). Notons que les β-arrestines elles-mêmes peuvent être ubiquitinylées, modulant le 
tri des RCPG auxquels elles s’associent (Shenoy et al., 2007) (Figure 12). 
 
De nombreuses études ont été menées pour comprendre ce qui détermine le devenir 
d’un RCPG après l’endocytose. L’interaction avec les β-arrestines est cruciale, et on a vu que 
l’appartenance des RCPG à la classe A (faible interaction avec seulement β-arr1) ou à la 
classe B (interaction prolongée avec β-arr1 et β-arr2) détermine leur recyclage rapide ou lent 
(Oakley et al., 2000; Shenoy et al., 2007). La création de protéines chimères entre des 
récepteurs recyclés et dégradés a montré que la queue carboxy-terminale contient le plus 
souvent les motifs déterminant le trafic des récepteurs. Par exemple, l’entrée de nombreux 
RCPG dans la voie de recyclage (récepteur β2-adrenergique, récepteur de l’hormone 
lutéinisante, récepteur de la thyréostimuline) dépend de séquences spécifiques situées au 
niveau carboxy-terminal (Hanyaloglu and von Zastrow, 2008; Marchese et al., 2008).   
 
L’endocytose est donc un mécanisme cellulaire tout à fait fondamental qui régule la 
présence de récepteurs actifs, ou non fonctionnels, à la membrane plasmique. Le phénomène 
d’endocytose  influence le phénomène de désensibilisation via différents processus de 
phosphorylation, découplage, internalisation, recyclage, dégradation. Or, comme nous l’avons 
rappelé dans le chapitre précédent, la désensibilisation du récepteur 5-HT1A jouerait un rôle 
déterminant dans le délai d’action des antidépresseurs ISRS. La désensibilisation du récepteur 
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5-HT1A est particulière  de par son caractère région-dépendant et les données de la littérature 
tentant d’expliquer les liens entre internalisation et désensibilisation restent controversées. 
Utilisant des approches relevant de la biologie cellulaire et de la pharmacologie, nous avons 
repris l’étude de cette question dans des lignées cellulaires et dans des cultures primaires de 
neurones exprimant le récepteur 5-HT1A. 
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 RESULTATS  
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L’ensemble de ce travail de thèse a permis de mieux comprendre les mécanismes qui 
sous-tendent la désensibilisation de l’autorécepteur 5-HT1A après une stimulation de longue 
durée, comme celle obtenue lors d’un traitement chronique aux antidépresseurs de type 
inhibiteur sélectif de recapture de la sérotonine. Dans une première partie, j’exposerai les 
résultats obtenus avec les stratégies classiquement utilisées pour suivre les mouvements des 
récepteurs 5-HT1A entre leur site fonctionnel, la membrane plasmique, et le compartiment 
intracellulaire dans lequel le récepteur ne pourra plus être stimulé par ses ligands. Je mettrai 
alors en avant les limites de ces stratégies. Puis, dans une seconde partie, je présenterai les 
résultats obtenus sur les mouvements du récepteur 5-HT1A (en situation basale ou après 
traitement pharmacologique) exprimé sous une forme étiquetée particulière dans des lignées 
cellulaires et dans des neurones d’hippocampe ou de raphé embryonnaire mis en évidence. 
Nous détaillerons l’avantage de la construction du récepteur 5-HT1A que nous avons réalisée 
pour mettre en évidence son internalisation constitutive. Puis, nous montrerons combien il est 
essentiel d’étudier le trafic du récepteur 5-HT1A en l’exprimant dans des neurones dans 
lesquels il est auto- ou hétéro-récepteur puisque ses mouvements sont étroitement corrélés à 
sa fonction. 
 I. ETUDE DU TRAFIC DU RÉCEPTEUR 5-HT1A ÉTIQUETÉ AVEC LA GFP DANS DES NEURONES EN CULTURE. 
Des données in vivo et in vitro avaient mis en évidence une désensibilisation agoniste-
dépendante du récepteur 5-HT1A uniquement dans les neurones sérotoninergiques du raphé, 
les caractéristiques fonctionnelles de ce récepteur restant inchangées dans les mêmes 
conditions au niveau de l’hippocampe. Ces observations nous ont incités à étudier les 
régulations du trafic du récepteur à la fois dans les neurones hippocampiques et dans les 
neurones sérotoninergiques du raphé. Fort de l’expérience du laboratoire pour réaliser des 
transfections du récepteur 5-HT1A dans les neurones d’hippocampe, nous avons tenté de 
mettre au point la transfection de neurones de raphé par diverses techniques (lipofectamine, 
lipofectine, PEI, phosphate de calcium). Il est alors apparu que les neurones de raphé 
nécessitaient des conditions de culture particulières (forte densité cellulaire, nécessité de la 
présence de cellule gliales) et qu’aucun de nos essais n’avait abouti à obtenir l’expression du 
récepteur 5-HT1A-eGFP, ni même de la protéine eGFP seule, dans les neurones de raphé. 
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Dans un premier temps, nous avons donc réalisé des expériences de transfection avec un 
vecteur exprimant le récepteur 5-HT1A-eGFP dans des neurones d’hippocampe en culture. 
Nos résultats ont montré qu’un traitement par l’agoniste préférentiel du récepteur 5-HT1A, le 
8-OH-DPAT (60 min, 1 µM) ne changeait pas la distribution du récepteur, en particulier, 
aucune internalisation agoniste-dépendante n’a été mise en évidence (Figure 13). 
 
Figure 13. Neurones d’hippocampe transfectés avec le récepteur 5-HT1A-eGFP.  
L’autofluorescence de l’eGFP (vert) est observée directement par microscopie confocale. Le 
compartiment somatodendritique est identifié par immunomarquage avec les anticorps anti-
MAP2 (rouge). La superposition des deux images met en évidence la colocalisation 
MAP2/eGFP (jaune). Les neurones n’ont été soumis à aucun traitement (A) ou ont été traités 
avec le 8-OH-DPAT 1 µM pendant 60 min (B). 
 
Afin de vérifier la validité de notre stratégie, nous avions utilisé un contrôle positif, le 
récepteur SST2A-eGFP transfecté dans des neurones d’hippocampe. Ce récepteur avait été 
décrit comme capable de s’internaliser très rapidement lors de sa stimulation par un agoniste 
spécifique, l’octréotide. Nous avons reproduit ces résultats dans nos conditions 
expérimentales, ce qui nous a permis de conclure que l’ajout de l’eGFP dans la partie 
C-terminale d’un récepteur n’empêchait pas les phénomènes d’endocytose et que nos 
conditions de culture primaire étaient compatibles avec l’étude de ces mécanismes (Figure 
14).  
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Figure 14. Neurones d’hippocampe transfectés avec le récepteur SST2A-eGFP. 
Les neurones n’ont été soumis à aucun traitement (A), ou ont été traités par l’octréotide 1 µM 
pendant 20 min (B). Les agrandissements dans les panneaux de gauche montrent que 
l’adressage basal du SST2-eGFP est à la fois membranaire et intracellulaire, et que le 
traitement à l’octréotide entraine la formation d’agrégats intracellulaires. 
 
 II. ETUDE DU TRAFIC DU RÉCEPTEURS 5-HT1A  ÉTIQUETÉ AVEC LE SITE MINIMUM DE LIAISON À L’ALPHA BUNGAROTOXINE (BTX) ET UN FLAG DANS DES LIGNÉES LLC-PK1 ET DANS LES NEURONES EN CULTURE. 
 
L’ensemble des résultats décrits dans cette partie sont détaillés dans le papier intitulé 
« Constitutive endocytosis and neuronal phenotype dependency of agonist-induced 
internalization  of the 5-HT1A serotonin receptor in rat brain neuron ». Je renverrai pour les 
résultats décrits ci-après aux figures du papier (papier, Fig.) en respectant la numérotation 
dans la publication soumise, indépendamment de celle des autres figures présentées dans ce 
manuscrit. 
 
 
63 
 
 
II.1. MISE AU POINT ET CARACTÉRISATION DES OUTILS DÉVELOPPÉS 
 
Les résultats obtenus avec le récepteur 5-HT1A-eGFP nous ont éclairés sur les 
limitations de l’utilisation de cette construction. Tout d’abord, bien que le marquage des 
récepteurs localisés à la membrane plasmique des neurones fût clairement identifiable, la 
fluorescence intracellulaire due aux récepteurs en cours d’adressage vers la membrane 
plasmique était importante et risquait de masquer les événements d’endocytose. D’autre part, 
les résultats de Carrel et al. (2011) suggéraient que le récepteur 5-HT1A pouvait avoir une 
activité constitutive. De fait, il existait pour le récepteur « sauvage », une tendance vers la 
baisse de la stimulation de la liaison du [35S]GTP-gamma-S induite par la 5-CT en présence 
de l’agoniste inverse, la méthiothépine; et cette tendance qui, n’atteignait pas le seuil critique 
de significativité statistique, était totalement absente pour le récepteur 5-HT1A-eGFP (alors 
qu’elle avait déjà été montrée in vitro pour le récepteur natif ; (Martel et al., 2007) .Nous 
avons donc choisi une approche différente consistant en l’ajout du site minimum de liaison à 
la BTX (BBS) à l’extrémité N-terminale du récepteur 5-HT1A (BBS-5-HT1A). II.1.1. Caractérisation pharmacologique et adressage du récepteur 
BBS-5-HT1A dans les cellules LLC-PK1 
 
Nous avons validé notre construction BBS-5-HT1A d’un point de vue pharmacologique 
en vérifiant la capacité du récepteur BBS-5-HT1A exprimé de manière stable dans des cellules 
LLC-PK1 à lier les ligands spécifiques et à transduire un signal après activation. En 
particulier, nous avons montré que le [3H]LSD se lie de façon spécifique au récepteur BBS-
5-HT1A, et que l’agoniste 5-CT augmentait la liaison spécifique du [35S]GTP-gamma-S 
confirmant ainsi le couplage du récepteur à la protéine Gi/o. De plus, l‘ajout de BTX ne 
modifiait pas la pharmacologie du récepteur dans ces expériences (papier, Fig.1). La 
construction BBS-5-HT1A a présenté une affinité similaire au récepteur endogène pour le LSD 
(Kd respectifs de 10,6 et 11,2 nM) et un excellent couplage aux protéines Gi/o, identique au 
couplage du récepteur sauvage. De plus, nous avons mis en évidence que le récepteur BBS-
5-HT1A possédait une activité constitutive (papier, Fig.1), comme décrit précédemment dans 
les cellules CHO ou dans les neurones d’hippocampe exprimant le récepteur 5-HT1A humain 
(Newman-Tancredi et al., 1997a; Martel et al., 2007). 
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La BTX se lie de façon quasi irréversible à la sous-unité α7 du récepteur nicotinique 
de l’acétylcholine. Dans les cellules LLC-PK1 transfectées avec le récepteur BBS-5-HT1A, 
nous avons vérifié que la BTX se liait bien de façon spécifique au récepteur BBS-5-HT1A. En 
revanche, la [125I]BTX ne se liait pas aux cellules non transfectées, suggérant l’absence 
d’expression du récepteur nicotinique dans ces cellules (papier, Fig.1). 
Nous avons également vérifié que le récepteur BBS-5-HT1A était exprimé à la 
membrane plasmique des cellules qui l’expriment comme attendu d’un récepteur qui lie un 
neurotransmetteur libéré dans l’espace extracellulaire (papier, Fig.1 et 2A1, 2B1). 
Précisons tout de même que notre construction BBS-5-HT1A présentait quelques limites. La 
stabilité de la liaison de la [125I]BTX au site de fixation diminue lorsque la température 
augmente, ce qui explique que les expériences d’internalisation aient été réalisées à 20 °C 
avec la BTX radiomarquée. De plus, après fixation de la BTX fluorescente sur le récepteur 
BBS-5-HT1A et perméabilisation par des détergents (triton, saponine, tween) en vue 
d’expériences d’immunomarquage, la fluorescence de BTX diminuait fortement. 
 II.1.2.  Expression du récepteur 5-HT1A étiqueté dans des neurones 
d’hippocampe et de raphé 
 
Nous avons développé un lentivirus recombinant exprimant le récepteur 5-HT1A 
étiqueté. Afin d’obtenir des niveaux d’expression suffisants tout en perturbant le moins 
possible la physiologie cellulaire des neurones transduits, nous avons choisi le promoteur 
PGK considéré comme un promoteur faible. De plus, nous avons entrepris de produire des 
vecteurs pseudotypés avec la protéine gp130 de l’enveloppe du rhabdovirus de la stomatite 
vésiculaire (VSV), qui permet de transduire efficacement les cellules avec un large tropisme 
et plus particulièrement les neurones.  
 Le choix de l’étiquette a été fait suite aux résultats obtenus avec la construction BBS-
5-HT1A exprimée dans les cellules LLC-PK1, qui montraient que la fixation de la BTX sur le 
BBS était labile. Nous avons donc combiné une étiquette BBS pour des études sur cellules 
vivantes et une étiquette Flag. Comme il existait contre le peptide Flag (8 acides aminés) des 
anticorps spécifiques, nous pouvions repérer le récepteur doublement étiqueté (BBS-Flag-
5-HT1A) par des techniques d’immuno-marquage classique. Il est important de noter que les 
neurones exprimaient la sous-unité α7 du récepteur nicotinique de l’acétylcholine, les 
expériences sur neurones utilisant la BTX fluorescente ont nécessité un prétraitement de 30 
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minutes avec la d-tubocurarine (10 µM), pour empêcher la liaison de la BTX sur le récepteur 
nicotinique. De plus, nous nous sommes assurés que la d-tubocurarine ne reconnaissait pas le 
site BBS. Grâce à cette stratégie virale, nous avons été capables d’exprimer le récepteur 
5-HT1A sous une forme doublement étiquetée BBS et flag dans des neurones en culture 
préparés à partir d’hippocampe et de raphé d’embryons de rat (papier, Fig.6). Nos cultures de 
raphé issues d’embryons à E14 contenaient une population hétérogène de neurones, cependant 
nous avons pu identifier les neurones sérotoninergiques par immunomarquage de la 5-HT 
(papier, Fig.5). Ainsi, nous avons réalisé, pour la première fois, l’expression d’un récepteur 
exogène dans les neurones sérotoninergiques en culture primaire. 
 
II.2. INTERNALISATION CONSTITUTIVE DU RÉCEPTEUR 5-HT1A 
 
Nous avons mis en évidence l’internalisation constitutive du récepteur 5-HT1A dans les 
cellules LLC-PK1 ainsi que  dans les neurones de raphé et d’hippocampe. 
 II.2.1. Internalisation constitutive dans les LLC-PK1 
 
Nous avons tout d’abord recherché s’il existait une internalisation constitutive du 
récepteur BBS-5-HT1A dans des lignées cellulaires (HEK 293 et LLC-PK1) transfectées 
transitoirement. De fait, une internalisation constitutive a été observée pour les deux lignées, 
avec une cinétique plus rapide et une densité de récepteurs internalisés plus importante dans 
les HEK 293. Cependant, la morphologie des HEK 293, caractérisée par un noyau 
volumineux et un espace cytoplasmique restreint, nous est apparue peu adaptée à 
l’observation du trafic intracellulaire des récepteurs, et ce d’autant plus que les récepteurs 
internalisés formaient rapidement de gros agrégats empêchant une observation fine du trafic 
post-endocytique (Figure 15). Pour ces raisons, nous avons choisi de réaliser les expériences 
d’internalisation dans la lignée LLC-PK1 exprimant le récepteur BBS-5-HT1A de façon stable.   
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Figure 15. Cellules HEK 293 transfectées de manière transitoire avec le récepteur BBS-
5-HT1A. Les cellules transfectées sont incubées à 37°C en présence de BTX Alexa Fluor 488 
(A488, en vert) et de la transferrine Alexa Fluor 546 (A546, en rouge). Les noyaux sont 
marqués par le Hoechst (en bleu). La BTX est liée à la membrane plasmique à T0, puis elle 
« colocalise » avec la transferrine dans des vésicules intracellulaires au bout de 15 min (en 
jaune) pour ensuite former de gros agrégats à T30. 
 
Pour quantifier l’internalisation des récepteurs, nous avons utilisé la technique du 
lavage acide. Le récepteur BBS-5-HT1A localisé à la membrane plasmique est marqué avec la 
BTX radioactive pendant 30 min. Lors de l’internalisation du récepteur, le ligand radiomarqué 
lié au récepteur est déplacé dans un compartiment intracellulaire, tandis que le ligand toujours 
fixé au récepteur encore localisé à la membrane plasmique peut être lavé par un tampon acide 
et donc quantifiable (Figure 16). Le taux d’internalisation du récepteur est alors exprimé par 
le % de récepteurs intracellulaires rapporté au nombre total de récepteurs (intracellulaires et 
membranaires). L’internalisation constitutive observée dans les cellules LLC-PK1 
transfectées de manière stable avec BBS-5-HT1A a été observée dès la température de 20°C. 
La quantification de la [125I] BTX, avec la BTX radiomarquée a montré une internalisation 
Pertussis-insensible de 18% des récepteurs au bout de 30 min à 20°C (papier, Fig.2C). Dans 
les expériences réalisées avec la BTX fluorescente, les récepteurs internalisés au bout de 30 
min sont identifiables par un marquage vésiculaire intracellulaire qui ne « colocalise » pas 
avec un marquage de la membrane cellulaire (WGA, Figure 17) et qui persiste après lavage 
acide des cellules (papier Fig. 2A2 et 2B).  
2 µm
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Figure 16. Représentation schématique de la technique du lavage acide. La BTX liée aux 
récepteurs membranaires est décrochée par lavage acide et est récupérée avec le surnageant 
acide ; la BTX liée au récepteurs internalisés se retrouve dans le tampon de lyse totale.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 17. Cellules LLC-PK1 transfectées de façon stable avec le récepteur BBS-5-HT1A. 
Les cellules sont incubées 30 min à 37°C avec la BTX A488 (verte). La membrane plasmique 
est marquée avec le Wheat Germ Agglutinin (WGA). A. La BTX fluorescente est observée 
dans des vésicules intracellulaires et « colocalise » avec le WGA (flèche). B. La BTX liée à la 
membrane est totalement décrochée par un lavage acide de 15 min (flèche).   
 
2 µm
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Grace à ces différentes techniques, nous avons exploré la voie d’internalisation des 
récepteurs 5-HT1A et leur devenir dans la cellule en présence d’inhibiteurs d’internalisation ou 
du recyclage et en évaluant la colocalisation avec des marqueurs des différents compartiments 
endosomaux (papier, Fig.3). 
Nous avons montré que le récepteur est internalisé dans les mêmes vésicules que la 
transferrine, que cette internalisation est bloquée par le sucrose 0,35 M (papier, Fig. 3A1, 3A2 
et 3B) et que 70% du récepteur internalisé en 5 min « colocalise » avec la protéine Rab5-
eGFP (papier, Fig. 3D). 
Nos résultats montrent aussi que le récepteur BBS-5-HT1A est recyclé après 
internalisation. Ainsi la monensine, qui est un inhibiteur du recyclage, augmente 
significativement la proportion de récepteur intracellulaire en 30 min et le récepteur 
internalisé « colocalise » fortement (72,05 ± 10,23, %, moyenne ± SEM, n=4) avec la protéine 
rab4-eGFP (papier, Fig. 3A3, 3B et 3D). D’autre part, le récepteur 5-HT1A est faiblement 
dégradé dans les lysosomes : seule une faible quantité de récepteur internalisé colocalise après 
60 min d’internalisation avec la protéine rab7-eGFP (4,77 ± 2,64, %, moyenne ± SEM, n=6) 
ou avec le lysotracker qui sont des marqueurs des lysosomes (papier, Fig.4). Les résultats 
obtenus en microscopie confocale  sur cellules fixées ont été confirmés par vidéomicroscopie 
sur cellules vivantes : nous sommes capables d’observer en temps réel l’internalisation et le 
recyclage rapide du récepteur à la membrane plasmique (papier, Fig. 3C). Nous avons ainsi 
mis en évidence un « cyclage » rapide du récepteur entre la membrane plasmique et les 
compartiments intracellulaires conduisant à une internalisation et à une redistribution du 
récepteur à la membrane plasmique (papier, Fig.3C). 
 II.2.2. Internalisation constitutive dans les neurones 
 
Pour étudier  les mouvements du récepteur BBS-flag-5-HT1A dans les neurones, nous 
avons utilisé l’étiquette BBS marquée par la BTX fluorescente pour l’imagerie confocale en 
temps réel et l’étiquette flag marquée par  le complexe anticorps anti-Flag/anticorps 
secondaire fluorescent rouge (Alexa Fluor 555) (complexe ACs) pour les co-marquages 
immunofluorescents et la quantification des récepteurs internalisés dans les neurones fixés. Il 
était alors indispensable de distinguer avec précision sur les images confocales le pool de 
récepteurs internalisés des récepteurs encore localisés à la membrane plasmique. Pour ce 
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faire, les récepteurs présents à la membrane plasmique ont été identifiés par un anticorps 
tertiaire (possédant un fluorophore différent: Alexa Fluor 488, vert) qui reconnaissait 
l’anticorps secondaire fluorescent. Ainsi, les récepteurs internalisés ont pu être identifiés par 
un marquage rouge, tandis que les récepteurs sur la membrane plasmique sont produit un 
marquage à la fois rouge et vert (Figure 18). La quantification des fluorescences dans des 
zones d’intérêt du neurone incluant le soma et le début des dendrites proximales (incluant ou 
excluant la membrane plasmique) a permis une quantification de l’internalisation du 
récepteur. 
 
Figure 18. Technique d’immuno-marquage permettant l’observation des récepteurs 
internalisés (rouge) et membranaires  (vert + rouge = jaune). 
 
Comme dans les LLC-PK1, une internalisation constitutive du récepteur a été observée 
dans les neurones d’hippocampe et de raphé  mais à un taux plus faible : seuls 5 % des 
récepteurs sont internalisés au bout de 60 min à 37°C (papier, Fig. 7B). Nous avons observé 
ce phénomène non seulement sur des neurones fixés après incubation avec le complexe ACs 
(papier, Fig. 7A, non treated) mais aussi en temps réel sur des neurones vivants par 
vidéomicroscopie confocale après incubation avec la BTX fluorescente (papier, Fig.6B). Le 
suivi des mouvements du récepteur BBS-flag-5-HT1A dans les neurones vivants nous a permis 
non seulement de visualiser l’internalisation du récepteur dans le soma et dans les dendrites 
proximales mais aussi de suivre son recyclage à la membrane plasmique (papier, Fig. 6B2), 
ses mouvements rétrogrades et antérogrades dans les dendrites et sa redistribution du soma 
vers les dendrites (Figure 19). 
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Figure 19. Trajectoire en temps réel d’une vésicule d’endocytose contenant des récepteurs 
5-HT1A internalisés, dans un neurone de raphé. Barre d’échelle, 3 µm.  
 
II.3. INTERNALISATION AGONISTE-DÉPENDANTE DU RÉCEPTEUR 5-HT1A 
 II.3.1. Internalisation agoniste-dépendante dans les LLC-PK1 
 
En utilisant la BTX fluorescente dans les cellules LLC-PK1, nous n’avons pas mis en 
évidence d’internalisation agoniste-dépendante du récepteur 5-HT1A après des traitements 
d’une durée de 30 min à 24h, avec différents agonistes tels que le 8-OH-DPAT, la 5-HT ou 
encore le composé EC 101.82 (papier, Fig. 2D). 
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II.3.2. « Up-régulation » du récepteur 5-HT1A dans les LLC-PK1 
 
En utilisant la [125I]-BTX et en quantifiant uniquement les récepteurs présents dans le 
compartiment intracellulaire après lavage acide, nous avons montré que l’internalisation du 
récepteur était augmentée après une incubation de 30 min avec l’agoniste spécifique, 8-OH-
DPAT (1 µM). Ce résultat suggérait une internalisation agoniste-dépendante de 10%. 
Cependant, les quantités des récepteurs membranaires (quantifiée par mesure de la 
radioactivité présente dans le tampon acide) et des récepteurs totaux (quantifiée par mesure de 
la radioactivité après lyse totale de cellules) après le même traitement par le 8-OH-DPAT, 
augmentaient aussi significativement. Il s’agissait donc d’une « up-régulation » se traduisant 
par une augmentation de densité de 24 % (Figure 20). Ce phénomène résultait probablement, 
au moins en partie, d’une néo-synthèse de récepteurs puisque l’augmentation intracellulaire 
agoniste-dépendante a pu être prévenue en inhibant la transcription avec l’actinomycine D. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 20. Augmentation de la liaison spécifique de [125I]-BTX dans les cellules LLC-
PK1 exprimant le récepteur BBS-HT1A et exposées pendant 30 min au 8-OH-DPAT (1 
µM). La liaison est exprimée en % du contrôle. Chaque barre est la moyenne ± SEM de 3 
déterminations indépendantes. * p < 0,05 ; ** p < 0,01 (One way ANOVA, test de 
Bonferroni). 
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II.3.3. Internalisation agoniste-dépendante dans les neurones 
 
La quantification de l’internalisation des récepteurs BBS-flag-5-HT1A dans les 
neurones d’hippocampe ou de raphé infectés par le lentivirus recombinant n’a pas révélé 
d’augmentation après une stimulation de 60 min avec le 8-OH-DPAT 10 µM. La 
quantification a été effectuée dans les cultures de neurones de raphé à la fois sur des neurones 
sérotoninergiques (révélés par immuno-marquage de la 5-HT) et sur d’autres phénotypes 
neuronaux. (papier, Fig. 7A et B). Cependant, nous avons mis en évidence une internalisation 
agoniste-dépendante des récepteurs 5-HT1A dans les neurones sérotoninergiques du raphé 
après une stimulation de 24 h avec le 8-OH-DPAT. Nous avions déjà mesuré une 
internalisation constitutive mais en présence du ligand le pourcentage d’internalisation passe 
de 5 % à 20 %. En revanche, le taux d’internalisation des hétérorécepteurs dans les neurones 
d’hippocampe n’a pas été modifié en présence de l’agoniste (papier, Fig. 7A et B). De 
manière intéressante, nous avons aussi montré que les neurones non sérotoninergiques du 
raphé se comportaient comme les neurones d’hippocampe après stimulation chronique, et ne 
présentait d’internalisation accrue des récepteurs BBS-flag-5-HT1A à la suite de l’exposition à 
l’agoniste (Figure 21). 
 
Figure 21. Quantification des récepteurs BBS-flag-5-HT1A transduits dans des neurones 
de raphé après traitement subchronique (24 h). Les neurones traités avec le 8-OH-DPAT, 
ou l’association de l’agoniste avec le WAY 100635 sont comparés aux neurones non traités 
(contrôle). Les neurones sérotoninergiques ont été identifiés par immuno-marquage avec un 
anticorps anti-5-HT. Chaque barre est la moyenne ± SEM de n déterminations (avec n, 
nombre de neurones analysés) **** p <0,001 (Two Way ANOVA, test de Bonferonni). 
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Pour  vérifier que l’internalisation était bien la conséquence de l’activation du 
récepteur 5-HT1A, nous avons utilisé l’antagoniste spécifique du récepteur, le WAY 100635 
en présence du 8-OH-DPAT. L’internalisation est alors réduite à 5%, comme en l’absence de 
l’agoniste (internalisation constitutive) (papier, Fig.8). 
 III. ARTICLE 
« Constitutive endocytosis and neuronal phenotype dependency of agonist-induced 
internalization of the 5-HT1A serotonin receptor in rat brain neurons » 
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ABSTRACT 
 
5-HT1A receptor (5-HT1AR) desensitization has been described after chronic treatment with selective 
serotonin reuptake inhibitors (SSRI). This desensitization occurs in anterior raphe nuclei where 5-
HT1ARs are auto-receptors regulating the firing of serotonergic neurons, but not in the hippocampus 
where 5-HT1ARs are heteroreceptors on postsynaptic targets of serotonergic projections. 5-HT1A auto-
receptor desensitization is considered to be a key element in the 3-4 week-delay of antidepressant 
efficacy of SSRI treatment, but its underlying molecular mechanisms are unknown. This question was 
addressed using N-terminal tagged 5-HT1ARs overexpressed in cultured neurons from rat 
hippocampal and raphe embryonic tissues using recombinant lentivirus. 
Constitutive internalization and recycling of tagged-5-HT1ARs to the plasma membrane were 
observed in serotonergic raphe neurons as well as hippocampal neurons in primary cultures. 
Whereas acute exposure (1 h) to the 5-HT1AR agonist 8-OH-DPAT was ineffective, a marked increase 
in tagged-5-HT1ARs endocytosis was observed in raphe serotonergic neurons that had been treated 
for 24 h with this agonist. As expected from a 5-HT1AR-dependent process, the effect of 8-OH-DPAT 
was prevented by the selective 5-HT1AR antagonist WAY 100635. In contrast, no agonist-dependent 
flag-BBS-5-HT1ARs internalization occurred in hippocampal neurons and in non-serotonergic raphe 
neurons. These data suggest that 5-HT1AR internalization in serotonergic raphe neurons involves a 
non classical mechanism that presumably needs long term cellular and/or transduction pathway 
modifications. Its occurrence is these neurons but not in hippocampal neurons supports the idea that 
5-HT1AR internalization might underlie SSRI-induced specific desensitization of 5-HT1A autoreceptor. 
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INTRODUCTION 
 
Serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT) is involved in the control of mood, emotion, and in various 
psychiatric diseases. Notably depression and generalized anxiety are causally linked, at least in part, 
to a dysfunction of the serotonergic system. To date, the most widely used antidepressants are 
selective inhibitors of serotonin reuptake (SSRI) leading to the idea that therapeutic efficacy is 
mediated by an increase in extracellular 5-HT and the stimulation of serotonergic receptors. Among 
the numerous 5-HT receptors, the 5-HT1A type (5-HT1AR) has been proposed to play a key role in the 
mechanisms of antidepressant/anxiolytic actions of SSRI. 5-HT1AR is confined to the somato-dendritic 
compartment of both serotonergic neurons and target neurons of serotonergic projections where it 
acts as auto- and hereto-receptor, respectively. Signaling pathways activated by 5-HT1AR stimulation 
are various and complex (Masson et al., 2012). 5-HT1AR are Gi/o coupled receptors, and their 
activation inhibits adenylyl cyclase and promotes G protein-activated inwardly-rectifying K+ current 
(GIRK) notably in the hippocampus and the dorsal raphe nucleus (DRN) (Hamon et al., 1990).  In 
addition, 5-HT1AR stimulation activates MAPK signaling pathways, leading to phosphorylation of 
transcription factors and modulations of gene transcription that can initiate short and long term 
changes in neurons, such as proliferation, differentiation, apoptosis, long-term potentiation, and 
other forms of synaptic plasticity (Masson J. et al., 2012). 
The long term tonic stimulation of 5-HT1AR by 5-HT that occurs during chronic SSRI treatment has 
been shown to affect differently somato-dendritic 5-HT1A auto-receptors in the DRN and 5-HT1A 
hetero-receptors in the hippocampus. Both in vivo and in vitro electrophysiological studies showed 
that a 2- to 3-week treatment with these drugs results in a functional desensitization of 
somatodendritic 5-HT1A auto-receptors, without affecting postsynaptic 5-HT1AR in hippocampal 
targets of serotonergic projections (Lanfumey and Hamon, 2000). Accordingly, after chronic SSRI 
treatment, the potency of direct 5-HT1AR agonists to hyperpolarize plasma membrane is markedly 
reduced in DRN serotonergic neurons, but is unaffected in hippocampal CA1 neurons (Lanfumey and 
Hamon, 2000). Although numerous studies have been performed to elucidate the cellular and 
molecular mechanisms responsible for such brain region specificity of 5-HT1AR desensitization, the 
question is still largely unsolved. In particular, a possible SSRI-induced in vivo internalization of 5-
HT1AR in DRN serotonergic but not hippocampal neurons has been proposed. Using 
immunocytochemical labeling coupled to electron microscopy, Riad et al. (2001, 2004) provided 
clear-cut evidence of 5-HT1AR internalization in brain neurons in the rat. Furthermore, in line with the 
regional differences noted above, they observed that 5-HT1AR internalization occurred in DRN but not 
hippocampal neurons. However, only acute treatment but not chronic treatment with SSRI 
apparently produced a decreased expression of 5-HT1AR at the somato-dendritic plasma membrane 
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of DRN neurons (Riad et al., 2008), in sharp contradiction with the idea that receptor internalization 
could mediate, at least in part, chronic SSRI-induced functional desensitization. 
Because in vivo approaches have obvious limitations for investigating such regulatory mechanisms, 
we re-addressed the question of 5-HT1AR internalization and its control using primary cultures of DRN 
versus hippocampal neurons from rat embryos. Immunostaining strategies and live imaging allowed 
thorough studies of the traffic of 5-HT1AR between plasma membrane and intracellular compartment 
under basal conditions and after acute or sub-chronic exposure to 5-HT1AR ligands 
  
MATERIALS AND METHODS 
Experiments were performed in strict agreement with the institutional guidelines for use of animals 
and their care, in compliance with national and international laws and policies 24 (Council directives 
no. 87-848, October 19, 1987, Ministère de l’Agriculture et de la Forêt, Service Vétérinaire de la 
Santé et de la Protection Animale, permission no. 75-805 to J.M.). 
Female gestating Sprague-Dawley rats  (Charles River Breeding Center, L’Arbresle, France) were 
maintained under controlled environmental conditions (21 ± 1 °C, 60% relative humidity, 12 h/12 h 
light/dark  cycle), with food and water available ad libitum until euthanasia for embryo removal. 
 
Antibodies and markers 
The following primary antibodies were used: anti-Flag M2 monoclonal antibody (1:2,000; Sigma, St 
Louis, MO), rabbit anti-5HT polyclonal antibody (1:100,000, Calbiochem, Darmstadt, Germany), 
mouse monoclonal anti-MAP2 antibody (1:1,000, Chemicon, Billerica, MA), rabbit anti-GFAP antibody 
(1:10,000, DAKO, Glostrup Denmark). The secondary antibodies used were anti-mouse and anti-
rabbit IgG Alexa Fluor 488-,and 594-conjugated antibodies (1:500; Invitrogen, Paisley, UK), anti-
mouse chicken alexa-594 antibody (1:800, Invitrogen) and anti-chicken goat alexa-488 (1:500, 
Invitrogen). Lysotracker Red DND-99 (100 nM), Transferrin-Alexa Fluor 546 conjugate (1:1,000 or 
5µg/mL), Alpha-bungarotoxin (BTX)-Alexa fluor 488 and 555 conjugates (1:1,000) were purchased 
from Invitrogen. [125I]Tyr54-alpha-Bungarotoxin ([125I]BTX) was purchased from Perkin Elmer 
(Waltham, MA).  
 
Chemicals and drugs 
Monensin sodium (used at 80 µM), sucrose (0.35 M), (±)-8-Hydroxy-2 (dipropylamino)-tetralin 
hydrobromide (8-OH-DPAT, 1-10 µM), 5-carboxamido-tryptamine maleate (5-CT, 1µM), WAY-100635 
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maleate (1-10 µM), methiothepin (1 µM) and spiperone (10 µM) were purchased from Sigma.; d-
tubocurarine (10  µM) was purchased from Serlabo (Entraigues-sur-la Sorgue, France);  pertussis 
toxin (200 ng/mL) was from RBI (St Louis, MO),. [3H] lysergic acid diethylamide ([3H]LSD, 79.2 
Ci/mmol), and [35S]GTPγS (1000 Ci/mmol) were purchased from GE Healthcare (Fairfield, CT).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                        
 
Plasmids 
The rat coding 5-HT1AR sequence (Albert et al., 1990) was first inserted between the HindIII and EcoRI 
sites of the pCB6 vector (Brewer and Roth, 1991), then a double strand oligonucleotide coding 
sequence (5’AGCTATGTCAGGGCTCCAGGGAGCTCTCGTAGTATCTCCACAT-3’) for the minimum site of 
recognition for bungarotoxin [BBS] (Sekine-Aizawa and Huganir, 2004) was inserted in the HindIII 
sites to generate the BBS-5-HT1A construct. Plasmids encoding the rab4-GFP and rab5-GFP were as 
described elsewhere (Sonnichsen et al., 2000). 
 
Cell cultures and transfection 
LLC-PK1 cells were grown in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Invitrogen) supplemented 
with 4.5 g/L glucose, GlutaMAX I (Invitrogen), 10% fetal bovine serum, 10 U/mL penicillin G and 10 
g/mL streptomycin. For stable transfection, the cDNA encoding BBS-5-HT1A was transfected in LLC-
PK1 cells by electroporation using Gene Pulser Xcell electroporation system (Biorad, Hercules, CA; 
135 V, 1,800 μF in 200 μL of DMEM containing 5-10x106 cells and 5-10 μg plasmid DNA; relaxation 
time:  40 ms). Clones expressing the neomycin resistance marker were selected in G418 (1.25 
mg/ml)-containing medium (Langlois et al., 1996). After two passages, G418-resistant colonies were 
screened by observation of BTX fluorescence, and stably transfected clones were maintained in 0.4 
mg/ml G418. For transient transfection, the cDNAs encoding rab4-GFP or rab5-GFP were transfected 
in BBS-5-HT1A stably transfected LLC-PK1 cells with Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Cells were used 
24 h after transfection. 
 
Preparation of membranes 
Transfected LLC-PK1 cells were washed with D-PBS, scraped into Tris buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.4), 
and homogenized with a Polytron. After each of four successive washings in 25 mM Tris buffer, the 
membranes were collected by centrifugation at 31,000 g for 20 min at 4°C. An incubation for 10 min 
at 37°C was performed after the first washing to eliminate 5-HT (from the serum in the culture 
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medium), and the final pellet was suspended in the same Tris buffer to be stored at -80°C until use. 
Protein concentration was measured using BCA protein assay kit (Pierce, Rockford, IL). 
 
Radioligand binding assays 
Binding assays were performed using 1.6 nM [3H]LSD,  4-20 μg of membrane proteins in 500 μl of 50 
mM Tris-HCl (pH 7.4) supplemented with or without “cold’ ligands at various concentrations. Samples 
were incubated for 90 min at 25°C, until rapid filtration through Whatman GF/B filters that had been 
precoated with polyethylenimine (0.5% vol/vol). Subsequent filter washing, counting of entrapped 
radioactivity, and calculations of relevant binding parameters were as described elsewhere (Fabre et 
al., 1997). For the determination of Bmax and Kd values (INPLOT ver. 4 program), binding assays 
were performed with various concentrations of [3H]LSD ranging between 1 and 60 nM. Triplicate 
determinations were  made  for each assay conditions. 
 
 [35S]GTP-γ-S binding assays  
[35S]GTP-γ-S binding onto membranes from stably transfected LLC-PK1 cells was measured according 
to a procedure adapted from Fabre et al. (2000). Briefly, membranes (50 μg protein) were 
incubated for 30 min at 37°C in a final volume of 800 μL assay buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 4 mM 
MgCl2, 160 mM NaCl, 0.25 mM EGTA) containing 0.1 nM [35S]GTPγS, 300 μM GDP with or without 5-
HT1AR ligands (1 µM) or BTX (100 µM). The reaction was terminated by addition of 3 mL ice-cold 50 
mM Tris-HCl buffer and rapid vacuum filtration through Whatman GF/B filters. Each filter was then 
placed into 4.5 mL scintillation fluid and its entrapped radioactivity measured using a Beckman 
counter. Basal [35S]GTPγS binding was determined from samples without 5-HT1AR ligands (1 µM) or 
BTX (100 µM). Triplicate determinations were made for each assay conditions. 
 
Lentiviral vector (LV) production 
BBS-tag was inserted upstream of the Flag-5HT1A (Carrel et al., 2006) in the expression plasmid pTrip-
PGK-ΔU3 (SmaI/XhoI). Lentiviral vectors were produced as described previously (Naldini et al., 1996; 
Zennou et al., 2000). HEK 293-T cells were co-transfected with plasmid vector pTrip-5-HT1A, 
encapsidation plasmid p8.9 and envelop plasmid pVSV using calcium phosphate precipitation. Viral 
particles were collected and concentrated from supernatant after 48 h. LV production was quantified 
using quick titer lentivirus quantification kit (Cell Biolabs, San Diego, CA) consisting of p24 protein 
measurement by ELISA test. 
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Neuronal cell culture and viral infection 
Neuronal cultures from hippocampi were made as described previously (Carrel et al., 2006) with 
slight modifications. Briefly, hippocampi were dissected from rat embryos at ED 18, incubated with 
trypsin and tissue dissociation was achieved with a Pasteur pipette. Cells were counted and plated on 
poly-L-lysine-coated 14-mm diameter coverslips in 10 mm dish, at a density of 1,000,000-1,200,000 
cells per dish (128-154 cells per square millimeter), in complete Neurobasal medium supplemented 
with B27 (Invitrogen), GlutaMAXTM 100X, 10 U/mL penicillin G and 10 mg/mL streptomycin. For raphe 
neuron cultures, the brainstem area with B4-B9 raphe nuclei was dissected from rat embryos at ED 
14, and tissue dissociation and plating were done as for hippocampal neurons except that raphe 
neurons were plated at a density of 2,200,000-2,500,000 cells per dish (280-320 cells per square 
millimeter). Two hours after plating, the culture medium was replaced by conditioned medium 
obtained by incubating glial cell cultures (70–80% confluency) for 24 hours in the complete medium 
described above. Conditioned medium was used as such or supplemented with recombinant virus 
encoding BBS-flag-5-HT1A receptor. Neurons were kept with the same medium up to DIV 14 for 
allowing receptor expression high enough for subsequent assays.  
 
Immunofluorescence 
Cells on coverslips were washed with D-PBS+ (D-PBS containing 0.1 mM CaCl2 and 0.1 mM MgCl2) at 
37°C, then fixed with 3% paraformaldehyde containing 4% sucrose (PFA/sucrose) at 37°C in D-PBS- 
(without CaCl2, MgCl2) and permeabilized with 0.1% Triton X-100 in D-PBS+. After two washes (10 
min) in D-PBS+, cells were incubated for 30 min in antibody buffer (3% bovine serum albumin, 2% 
normal goat serum, 2% normal donkey serum in D-PBS+). Incubation with primary antibodies was 
then performed in antibody buffer at room temperature (1 h). After two washes in D-PBS+, 
incubation with secondary antibodies proceeded for 1 hour. The secondary antibodies used were 
Alexa-conjugated donkey- or goat anti-rabbit- or anti-mouse-IgG. The coverslips were finally 
mounted in Fluoromount-G solution (Clinisciences, Montrouge, France) for immunofluorescence 
visualization using confocal microscopy (see below). 
 
Internalization experiments  and immunocytofluorescent labeling of  internalized receptors 
For [125I]BTX internalization experiments, cells were first incubated with [125I]BTX during 30 min at 20 
°C then subjected to a 15 min acid wash (NaCl 150 mM, acetic acid 50 mM) to release [125I]BTX bound 
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to plasma membrane. Then, cells were lysed to extract [125I]BTX bound to internalized receptors. 
[125I]BTX contained in acid wash and cell lysate was quantified using a Beckman gamma counter. 
For fluorescence experiments with cell lines, LLC-PK1 cells were incubated 30 min at 4°C and exposed 
at 37°C for 60 min after a DMEM wash, or directly at 37°C for 15, 30 to 60 min to alpha-bungarotoxin 
AlexaFluor-488 or -555 conjugate (1/1,000) with or without drugs. Transferrin Alexa Fluor 546 
conjugate or Lysotracker Red DND-99 was added to the medium with alpha-bungarotoxin conjugate 
during the whole internalization experiment or the last 30 min of incubation, respectively. 
Membrane bound BTX-conjugate was removed with a 15 min acid wash and cells were fixed with 
PFA/sucrose. For experiments with infected neurons, primary mouse anti-flag antibody (1:2,000) was 
complexed with secondary anti-mouse chicken alexa-594 antibody (1:800) in neurobasal 
medium/Hepes 20 mM during 45 min at room temperature.  Acute treatment consisted of exposing 
neurons (DIV 14) to ligands for 1 h at 37°C whereas a pre-treatment with ligands (10 µM) for 24 h 
before the 1 h exposure was carried out for chronic treatment. Cells were fixed and incubated with 
antibodies complex or anti-chicken goat alexa-488 antibody (1:500) to label plasma membrane 
and/or internalized receptors. 
 
Microscopy 
Immunofluorescence images were generated using a Leica TCS SP2 AOBS laser scanning confocal 
microscope (63x oil-immersion lens). Contrast and brightness were chosen to ensure that all pixels 
were within the linear range. Images were the product of 3-fold line averages. In all cases, emission 
and excitation filters proper to each fluorophore were used sequentially and the absence of cross 
talk between different channels was checked with selectively labeled preparations. Leica pictures 
(.lei) were saved as Tif images and plates were assembled using Adobe Photoshop CS2 (Adobe 
Systems, San Jose, CA). Background was lowered using Gaussian blur (radius 1 pixel) and contrast and 
brightness of images displayed in figures were modified using Adobe Photoshop CS2 for illustrations. 
 
Image analysis 
For receptor distribution assays in LLC-PK1 cell lines, quantification of the internalized receptors was 
done on cells exposed to a 15 min acid wash to remove cell membrane receptor’s labeling. 
Fluorescence was measured using Image J on 30 cells per condition. For analysis of colocalization of 
BTX with rab4-GFP and rab5-GFP, images were median filtered (1 pixel), threshold was adjusted and 
colocalization was quantified by colocalization threshold. For receptor distribution assay in neurons, 
images of individual cells were obtained with a 2.2X zoom. Total and intracellular fluorescence were 
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quantified on a ROI for  45 neurons per condition. Cells were randomly chosen with phenotypic 
consideration to avoid dead, dividing, or receptor over-expressing cells.  
 
Live cell imaging 
Experiments were performed on stably transfected LLC-PK1 cells or transduced raphe neurons grown 
on 35-mm glass base dishes (IWAKI) with culture medium supplemented with 20 mM HEPES. Time-
lapse imaging was carried out at 37 °C using a spinning-disk microscope mounted on an inverted 
motorized confocal microscope (Leica TCS SP2) through a 100x1.4NA PL-APO objective lens. The 
apparatus is composed of a Yokogawa CSU-22 spinning disk head, a Roper Scientific laser lounge, a 
Photometrics Coolsnap HQ2 CCD camera for image acquisition and Metamorph software (MDS) to 
control the setup. Acquisition parameters were 100-300 msec exposure for the GFP channel. Laser 
was set to 30% in each case. Movies shown in figures correspond to stacks resulting from a maximal 
intensity projection through the Z axis performed with the Metamorph software (NIH Image). 
Trajectories of moving vesicles were tracked with the MTrackJ Plugin of ImageJ software developed 
by Erik Meijering (Biomedical Imaging Group Rotterdam of the Erasmus MC - University Medical 
Center Rotterdam, The Netherlands). 
 
Statistical analyses 
Data are presented as means ± S.E.M. Statistical significance was assessed using one way or two way 
ANOVA followed by Dunnett or Bonferonni’s tests. Ciritical level of significance was set at P ≤ 0.05. 
 
RESULTS 
Functional BBS-5-HT1A receptor displays a predominantly plasma membrane localization in LLC-PK1 
cells. 
In order to directly visualize and quantify the traffic of the 5-HT1AR, we made a chimeric protein by 
fusing BTX minimum binding site (BBS) to the N terminus end of the 5-HT1AR (BBS-5-HT1A, Fig.1A). 
BBS-5-HT1AR was transfected in LLC-PK1 cells and a stably expressing clone was produced (LLC-PK1 
BBS-5-HT1A cells). In permeabilized conditions, a strong perinuclear BTX labeling was observed, 
presumably corresponding to BBS-5-HT1AR newly synthetized and still localized in endoplasmic 
reticulum or Golgi apparatus (Fig.1B1, arrow). Surface labeling with fluorescent BTX was performed 
on fixed LLC-PK1 BBS-5-HT1A cells without permeabilization. BTX bound to extracellular BBS-tag on 
BBS-5-HT1AR was observed at basolateral and apical cell plasma membrane (Fig.1B2, arrow and star, 
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respectively). To ascertain the specificity of BTX binding onto BBS-5-HT1A receptor, [
125I]BTX binding 
assays were performed with non-transfected (WT) or stably expressing BBS-5HT1AR LLC-PK1 cells. No 
specific [125I]BTX binding was observed onto WT cells, whereas stably expressing BBS-5HT1AR LLC-PK1 
cells were endowed with a high specific [125I]BTX binding capacity (Fig.1C).  Using [3H]LSD as 
radioligand to label 5-HT1A-R (Darmon et al., 1998), we also observed that BTX (100 nM) did not 
interfere with its specific binding to BBS-5-HT1AR (Fig.1D). Determination of the affinity constant of 
[3H]LSD binding onto BBS-5-HT1AR gave a Kd value of 10.6 nM, closely similar to that previously 
obtained with untagged 5-HT1AR (Darmon et al., 1998). Further characterization of BBS-5-HT1A 
receptor consisted of measuring 5-carboxamido-tryptamine (5-CT, 1 µM)-induced increase in GTP-
gamma-[35S] binding. As illustrated in Fig. 1E, the 5-CT effect was prevented by the 5-HT1AR 
antagonist WAY 100635 (1 µM), as previously shown with native 5-HT1A-R (Fabre et al., 2000; Carrel 
et al., 2006). Moreover, the 5-HT1AR inverse agonist methiothepin (1 µM) significantly reduced basal 
GTP-gamma-[35S] binding by 18.1% suggesting that BBS-5-HT1AR was constitutively activated (Fig.1E). 
Finally, 5-CT-stimulated GTP-gamma-[35S] binding onto membranes from LLC-PK1 cells did not differ 
whether or not cells had been incubated with BTX (Fig.1E). These results indicated that BBS 
incorporation into the N terminus of the 5-HT1AR did not alter its pharmacological profile and 
functional responses to ligands. Overall, the inserted BBS had the capability to operate as a 
functionally silent reporter of 5-HT1AR trafficking.  
BBS-5-HT1A receptors are constitutively internalized in transfected LLC-PK1 cells 
To detect, in LLC-PK1 cells stably expressing BBS-5-HT1AR, the possible traffic of receptors located at 
the plasma membrane, we labeled the surface BBS-5-HT1AR at 4°C using fluorescent BTX, which binds 
only to the extracellular BBS tag on living cells. As expected, fluorescent BTX bound onto BBS-5-HT1AR 
at 4°C was localized exclusively at the plasma membrane (Fig.2A1). When cells were placed at 37°C 
for 30 min to permit internalization, the BBS-5-HT1AR showed intense immunofluorescence within 
intracellular structures with vesicular appearance (Fig.2A2). To clearly identify intracellular BBS-5-
HT1AR from BBS-5-HT1AR that were still localized at the plasma membrane, we performed a labeling 
protocol with an acid wash. In a first step, BBS-5-HT1AR expressing cells were exposed to fluorescent 
AF488BTX (green) at 37°C for 1 hour (Fig.2B1). Then, half of living LLC-PK1 cells expressing BBS-5-
HT1AR were acid washed (Fig 2B2) to unlabel the plasma membrane (Fig 2B1) while the other half was 
maintained under control conditions. After fixation, BBS-5-HT1AR still bound to the plasma membrane 
could be labeled using AF555BTX (red). This strategy allowed labeling of internalized receptor (green) 
or plasma membrane-bound receptor (yellow: Fig. 2B1, or red: Fig. 2B2). In complementary 
experiments, we used the same acid wash strategy after labeling BBS-5-HT1AR with [
125I]BTX and 
determined that 17.6% of BBS-5-HT1AR localized at the plasma membrane were internalized in 30 min 
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at 20°C (Fig.2C). As illustrated in Fig. 2D, neither the 5-HT1AR agonist 8-OH-DPAT (10 µM) nor the 5-
HT1AR inverse agonist spiperone (10 µM) added during the 30 min incubation with radioactive BTX 
incubation significantly affected BBS-5HT1AR internalization. These data suggested that BBS-5-HT1AR 
was constitutively internalized in LLC-PK1 cells, and that internalization was insensitive to 5-HT1A 
receptor activation or blockade. 
BBS-5-HT1ARs are internalized via a clathrin-dependent pathway and recycled back to the plasma 
membrane in LLC-PK1 cells 
Constitutive BBS-5-HT1AR endocytosis was blocked by high sucrose (0.35M), an inhibitor of clathrin-
coated-pits-mediated endocytosis (Fig.3A2 and 3B), indicating that clathrin-coated-pits-mediated 
pathways were involved in the BBS-5-HT1AR endocytosis. We then investigated the intracellular 
pathway followed by constitutively internalized BBS-5-HT1AR. First, we investigated whether BBS-5-
HT1AR were recycled to the plasma membrane using pharmacological treatment with monensin, a 
cation ionophore that blocks recycling (Stein et al., 1984). We then searched for colocalization with 
small GTPase that are expressed in early endosomes (rab5-GFP) or recycling vesicles (rab4-GFP) 
(Rosenfeld et al., 2002; Seachrist and Ferguson, 2003). Colocalization of constitutively internalized 
BBS-5-HT1AR with overexpressed rab5-GFP (Fig.3D, upper panels) clearly showed that the receptor 
followed a clathrin-coat-pitted endocytic pathway (67% of internalized BBS-5-HT1AR after 15 min). 
Moreover, we observed a significant increase in intracellular BBS-5-HT1AR upon monensin treatment 
(Fig.3A3, 3B) and a strong colocalization (72% of internalized BBS-5-HT1AR after 30 min) of BBS-5-
HT1AR with overexpressed rab4-GFP (Fig.3D, lower panels). Altogether, these results suggested that 
constitutively internalized BBS-5-HT1AR in LLC-PK1 cells is sorted to a recycling pathway. Then, 
endocytosis and recycling of internalized BBS-5-HT1AR was visualized in living cell using live confocal 
imaging (Fig.3C). Co-labeling of internalized BBS-5-HT1AR and lysotracker Red-DND99, a marker of 
late endosomes, revealed few colocalization 1 hour after internalization (Fig.4A).  
 
Agonist-dependent endocytosis of BBS-Flag-5-HT1AR in serotonergic neurons 
Under our primary culture conditions (see Materials and Methods), raphe culture at DIV14 contained 
equal amounts of glial cells and neurons (labeled respectively with GFAP- and MAP-2-antibodies, Fig. 
5A). Among neurons, 10% were serotonergic (Fig. 5B). Intracellular 5-HT content (obtained after cell 
lysis) could be quantified by HPLC coupled to electrochemical detection (data not shown). In 
contrast, no 5-HT could be detected in the culture medium suggesting that extracellular 5-HT levels 
were below detection threshold (5 pg/µl).  
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Using the recombinant lentivirus described in Materials and Methods, both serotonergic raphe and 
hippocampal neurons could be transduced with BBS-Flag-5-HT1AR. After incubation at 37 °C for 60 
min with a complex consisting of an anti-flag antibody linked to a chicken anti-flag secondary 
antibody conjugate alexa-555, a strong labeling was observed at the cell membrane of soma and 
dendrites suggesting that BBS-Flag-5-HT1AR was properly targeted (Fig.6A). Moreover, in soma of 
neurons from both regions, vesicular structures endowed with BBS-Flag-5-HT1AR could be detected 
(Fig.6A and 7A, upper panels). Live confocal imaging using BTX555 labeling showed numerous 
intracellular labeled vesicles whereas plasma membrane labeling was decreased after 30 min at 37°C 
(Fig.6B1). Single event of internalization and recycling of BBS-Flag-5-HT1AR were then recorded 
(Fig.6B2). To clearly identify intracellular BBS-Flag-5-HT1AR and quantify receptor internalization, we 
performed a two-step-protocol to label internalized and plasma-membrane BBS-Flag-5-HT1AR. After 
60 min, internalized BBS-Flag-5-HT1AR could be clearly differentiated from BBS-Flag-5-HT1AR still 
localized at the plasma membrane (labeled in yellow on merged picture) by the use an anti-chicken 
antibody conjugate alexa-488 (Fig. 7A, upper panel).  In untreated hippocampal and raphe neurons, 
BBS-Flag-5-HT1A receptors were detected at the plasma membrane of soma and dendrites, and in 
small vesicles within the cytosol indicating a BBS-Flag-5-HT1AR constitutive internalization also in 
neurons (Fig. 7A). Quantification in fixed cells showed that  5% of BBS-Flag-5-HT1AR were 
constitutively internalized in soma and proximal dendrites of both serotonergic raphe neurons and 
hippocampal neurons (Fig.7B). No change in BBS-Flag-5-HT1AR endocytosis was observed in either 
serotonergic raphe neurons or hippocampal neurons after cell incubation with 8-OH-DPAT (10 M, a 
5-HT1AR agonist) for 1 h. However, a marked increase of internalized BBS-Flag-5-HT1AR fraction, up to 
21.7 %, was observed in serotonergic raphe neurons after a 24 h incubation with 8-OH-DPAT. In 
contrast, this treatment was ineffective on BBS-Flag-5-HT1AR  internalization in hippocampal neurons 
(Fig.7B).  As expected from its mediation through 5-HT1A receptor activation, 8-OH-DPAT-induced 
BBS-Flag-5-HT1AR internalization in serotonergic raphe neurons was prevented when WAY100635 (10 
M, a 5-HT1AR antagonist) was added with the agonist for the 24 h incubation period. Finally, a 24 h 
exposure to spiperone (10 M, a 5-HT1AR inverse agonist) had no effect on BBS-Flag-5-HT1AR 
endocytosis in serotonergic raphe neurons (Fig.8). These results clearly demonstrated that 5-HT1A 
receptor-mediated BBS-Flag-5-HT1AR internalization occurred only when receptors were expressed in 
serotonergic neurons where 5-HT1AR acts as auto-receptor.  
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DISCUSSION 
In this study, we investigated the trafficking properties of the 5-HT1A receptor to gain more insight 
into is regulatory mechanisms. For this purpose, we developed a new functional construct, BBS-
tagged-5-HT1AR, that allowed visualization of 5-HT1AR endocytosis and recycling. We demonstrated 
that the receptor underwent a constitutive, agonist-independent, internalization in both cell line and 
rat brain neurons in primary culture. The internalized receptor followed the clathrin-dependent 
pathway and was predominantly recycled back to the plasma membrane, with very little 
degradation. We also demonstrated that the 5-HT1AR exhibited an agonist-dependent internalization 
only in serotonergic raphe neurons. In contrast, no agonist-induced endocytosis of 5-HT1AR could be 
evidenced in hippocampal neurons and in non-serotonergic raphe neurons. 
We developed new constructs of the 5-HT1AR tagged with a sequence coding for minimum -
bungarotoxin (BTX) binding site (BBS), or with BBS and a flag sequence (respectively BBS-5-HT1A and 
BBS-flag-5-HT1A). These tags were added at the N-terminal tail of the receptor to allow visualization 
of 5-HT1AR that was trafficking from its functional localization, the plasma membrane, using 
fluorophore-conjugated BTX or anti-flag antibodies. BBS fusion proteins were previously used to 
study AMPA receptor trafficking (Sekine-Aizawa and Huganir, 2004), GABAB receptor (Hannan et al.) 
and 5-HT3 receptor internalization (Morton et al., 2011). We chose a BBS tag to overcome limitations 
usually observed with GFP fusion proteins to study receptor endocytosis. Indeed, such GFP fusion 
proteins can perturb localization and signaling of the tagged receptor and its interactions with 
partner protein, mainly because of steric constraints due to the relatively large size of GFP (238 
amino acids). Furthermore, with such fusion proteins, it is impossible to distinguish internalized 
receptors from receptors on the way to the plasma membrane. Usually, cycloheximide is used to 
limit de novo receptor synthesis, but this drug inhibits all protein synthesis, which could non 
specifically alter traffic mechanisms.  
BBS-5-HT1AR was targeted to the plasma membrane when expressed in LLC-PK1 cells. Binding 
capacity and G protein coupling of the BBS-5-HT1AR measured by specific binding of 5-HT1AR agonist 
[3H]LSD and [35S]GTP-y-S binding induced by 5-CT were similar to those described for the native 5-
HT1A receptor (Langlois et al., 1996; Darmon et al., 1998). Therefore, inserting BBS at the N-terminal 
end of the 5-HT1AR did not affect trafficking and pharmacological properties of the receptor.  
In LLC-PK1 cells, constitutive endocytosis of BBS-5-HT1AR was demonstrated by adding, in the culture 
medium at 37°C, BTX-conjugate fluorophore that bound to extracellular BBS epitope of BBS-5-HT1AR 
during its localization at the plasma membrane. Further investigations showed that agonist-
independent BBS-5-HT1AR internalization was blocked by sucrose under conditions leading to the 
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inhibition of clathrin-dependent pathway. In addition, internalized BBS-5-HT1AR appeared to 
colocalize with endocytic vesicles like those positive for TRF and with the early endosome marker 
rab5 (Bucci et al., 1992). After constitutive 5-HT1AR internalization by clathrin-coated pits, 
intracellular receptor apparently follows the fast recycling pathway. Indeed, the recycling inhibitor 
monensin (Stein et al., 1984) prevented translocation of internalized BBS-5-HT1AR back to plasma 
membrane, thereby causing a marked decrease in plasma membrane bound BBS-5-HT1AR. On the 
other hand, as soon as 15 min after the initiation of internalization at 37°C, BBS-5-HT1AR were 
strongly colocalized with rab4 protein that is expressed  in sorting and fast recycling vesicles (van der 
Sluijs et al., 1992; Seachrist et al., 2000). Finally, recycling of BBS-5-HT1AR was confirmed by the 
detection of numerous recycling events in live microscopy experiments, and the observation that 
only a small fraction of intracellular receptors follow a hydrolytic pathway (low colocalization with 
lysotracker). 
We explored whether BBS-5-HT1AR constitutive endocytosis could be due to its constitutive activity 
that we demonstrated by a decrease in [35S]GTP-y-S binding after exposure to the 5-HT1AR inverse 
agonist spiperone. Indeed, a close functional interaction between constitutive activity and 
constitutive internalization was previously demonstrated for other GPCRs, such as the cannabinoid 
CB1 receptor (Leterrier et al., 2004). We found here no evidence in support of a possible relationship 
between constitutive activity and constitutive endocytosis of the 5-HT1AR since neither the inverse 
agonist spiperone nor the inhibition of G protein coupling by Pertussis toxin (data not shown) 
prevented receptor internalization. 
Interestingly, no agonist-promoted BBS-5-HT1AR endocytosis was found in transfected LLC-PK1 cells. 
This negative finding could not be attributed to an inhibitory effect of BTX binding on the ability of 
agonist to activate receptor, because we demonstrated that BTX did not interfere with receptor 
responses to various 5-HT1AR ligands. However, agonist-induced 5-HT1AR internalization has been 
described in studies using other cell lines (Della Rocca et al., 1999; Heusler et al., 2008). In these 
studies, internalization was assessed by measuring agonist-induced decrease of receptor amount in 
plasma membrane. Thus, in HEK 293 cells, 10-25% of receptors were removed from plasma 
membrane after a acute stimulation with agonists (5-HT or 8-OH-DPAT). Such quantitative 
differences suggest that agonist-induced 5-HT1AR internalization depends strongly on the 
recombinant vectors used for 5-HT1AR over-expression and very probably other experimental 
conditions. According to Fichter et al. (2010), both constitutive and agonist-dependent 
internalizations of 5-HT1AR occurred in N2a cells.  However, the observed increase of internalized 5-
HT1AR (measured by intracellular labeling) induced by 5-HT treatment could be the result of an up-
regulation of the 5-HT1AR rapidly targeted to plasma membrane and then internalized. Actually, we 
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observed a significant increase of 5-HT1AR both in intracellular compartment and at plasma 
membrane using [125I]BTX labeling and acid wash strategy in LLC-PK1 incubated 30 min with 8-OH-
DPAT. Furthermore, this 8-OH-DPAT-induced 5-HT1AR up regulation was inhibited by actinomycin D, 
thereby suggesting the occurrence of increased de novo receptor synthesis (data not shown). Indeed, 
such an agonist-induced 5-HT1AR up-regulation has also been described in transfected CHO cells 
(Cowen et al., 1997). However, another explanation might be that agonist-induced internalization 
could be due to the phenotype of N2a cells. Partner proteins necessary to receptor internalization 
induced by 5-HT or 8-OH-DPAT might be present in HEK or N2a cells but not in LLC-PK1 cells. 
Studies of 5-HT1AR trafficking in LLC-PK1 cell line clearly provided new relevant data but this cell 
model had limitations, because cellular machinery is different in epithelial cells and in neurons. 
Therefore, we also studied 5-HT1AR distribution and trafficking in primary neurons. Studies in animals 
have demonstrated that coupling, regulation and functionality of 5-HT1AR were different depending 
on their status as auto-receptors or hetero-receptors (Lanfumey and Hamon, 2000). Accordingly, our 
goal was to study, at the cellular level, the specificity of 5-HT1AR traffic in neurons where it plays the 
role of auto or hetero-receptor. In brain, 5-HT1A auto-receptors are expressed in serotonergic 
neurons (in raphe), where they regulate their firing, while 5-HT1A hetero-receptors are localized on 
target neurons of serotonergic projections, such as pyramidal neurons in the hippocampus. We thus 
developed an innovative strategy to overexpress a tagged 5-HT1A receptor in raphe neurons as well 
as hippocampal neurons in primary culture. Whereas hippocampal neurons are relatively easy to 
transfect (Carrel et al., 2006), transfection of raphe neurons could not be achieved using the same 
strategies as for forebrain neurons. Here, we successfully transduced a tagged 5-HT1AR containing 
BBS and flag sites (BBS-flag-5-HT1AR) to follow 5-HT1AR traffic in live confocal imaging experiments 
and to quantify receptor endocytosis by double-immunolabeling in hippocampal as well as raphe 
neurons. 
We thus demonstrated that BBS-flag-5-HT1AR expressed in neurons were constitutively trafficking 
from the plasma membrane to intracellular vesicles within the somatodendritic compartment. 
Plasma membrane and intracellular 5-HT1AR localization resulted from a permanent cycle of 
endocytosis and recycling. At steady state, about 5% of 5-HT1AR that were initially expressed at the 
plasma membrane were, after 1 hour, internalized in soma and dendrites in both raphe and 
hippocampal neurons. No change in 5-HT1AR endocytosis was observed in either raphe or 
hippocampal neurons after 8-OH-DPAT treatment for 1 h. However, agonist-mediated 5-HT1AR 
internalization (up to 22%) was highly significant in serotonergic raphe neurons after a 24 h 
incubation with 8-OH-DPAT. In contrast, no 8-OH-DPAT-induced effect was observed on 5-HT1AR 
internalization in hippocampal neurons and in non-serotonergic raphe neurons (data not shown). The 
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agonist-induced internalization was prevented by the 5-HT1AR antagonist WAY100635 confirming 
that internalization in serotonergic raphe neurons depends on tonic 5-HT1AR stimulation. Therefore, 
close similarities exist between previous data on the differential adaptive changes in 5-HT1AR in 
serotonergic raphe neurons versus pyramidal hippocampal neurons after chronic treatment with 
SSRIs or direct 5-HT1AR agonists (Lanfumey and Hamon, 2000; Le Poul et al., 2000), and the marked 
differences in 5-HT1AR internalization in neurons from the raphe and the hippocampus found in our 
studies. Altogether, these data strongly support the idea that receptor activation-induced receptor 
internalization in serotonergic raphe neurons plays a role in 5-HT1A autoreceptor desensitization that 
occurs under various chronic treatment conditions in vivo. 
GPCR endocytosis has been repeatedly reported to contribute to receptor regulation by limiting the 
number of functional receptors at the plasma membrane where they can be activated by their 
endogenous ligand, which triggers downstream signaling pathways, such as mitogen-activated 
protein kinase (MAPK) signaling that regulates transcription factors and gene expression. To date, 
activation of MAPK pathway downstream of 5-HT1AR stimulation in neurons is still the matter of 
debate. Whereas acute in vivo treatment with 8-OH-DPAT (0.5 mg/kg) rapidly and transiently 
reduced phospho-Erk2 (p42MAPK) levels specifically in the hippocampus (Chen et al., 2002), 5-HT1AR 
stimulation in primary hippocampal neurons was shown to increase phosphorylation of Akt but not 
ERK (Cowen et al., 2005). Furthermore, even less data are available on the effect of 5-HT1AR 
stimulation on gene expression. However, it has notably been shown that F15599, a specific 5-HT1AR 
agonist, induced, under acute treatment conditions, c-fos expression to only a moderate level  in 
raphe region, where 5-HT1AR is autoreceptor  but to a strong level in frontal cortex, where 5-HT1AR is 
hetero-receptor (Newman-Tancredi et al., 2009). Further studies are needed to examine the effect of 
chronic 5-HT1AR stimulation (experimental conditions mimicking long term SSRI treatment) on the 
regulation of ERK phosphorylation in raphe versus hippocampal neurons to determine whether 
differential regulation of this pathway might also be related to the differences herein noted about 5-
HT1AR internalization in these two brain regions. 
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LEGENDS TO FIGURES 
 
Figure 1. BBS-5-HT1AR construct expression, pharmacology and coupling. 
(A) Scheme of the folding of the membrane integrated BBS-5-HT1AR. Extramembraneous regions are 
shown as thin black lines; membrane spanning domains are depicted as gray bars. The minimum site 
for bungarotoxin (BTX) recognition site, BBS, was genetically fused to the N-terminus domain of 5-
HT1AR. (B.) Staining of BBS-5-HT1AR by BTX-AF488 in permeabilized (B1, arrow: endoplasmic reticulum 
labeling) or intact (B2, arrow: basal membrane labeling, *: apical membrane labeling) transfected 
LLC-PK1 cells (scale bar: 20 µm).  (C.) Specific [125I]BTX  binding to cells transfected with BBS-5-HT1AR; 
non specific binding was only detected on untransfected wild-type (WT) cells. (D.) [3H]LSD binding 
onto BBS-5-HT1AR-transfected membrane. Non specific binding was determined with [
3H]LSD plus 10 
µM 5-HT. (E.) Effects of 5-CT (1 µM), WAY 100635 (1 µM), methiothepin (1 µM) and/or BTX (100 µM) 
on [35S]GTP-gamma-S binding to BBS-5-HT1AR-transfected membrane. One-way ANOVA , Dunnett’s 
test, * p < 0.05,  *** p<0.001. 
 
Figure 2. BBS-5-HT1AR internalization in stably transfected LLC-PK1 cells. 
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(A) BTX-AF488 binds to cells at 4°C (30 min) and unbound BTX-AF488 is washed. Then cells are 
immediately fixed or incubated 30 min at 37°C to induce internalization. At 4°C, binding of 
fluorescent BTX-AF488 is restricted to the plasma membrane (A1), whereas an intracellular 
(vesicular) fluorescence is observed after BBS-5-HT1AR internalization at 37°c (A2, arrow). (B) BTX –
AF488 binds to cells and internalized during 1 h at 37°C.  After washing, cells are directly fixed (B1) or 
fixative conditions are preceded by a 15 min acid wash to remove bound BTX from plasma 
membrane (B2). After fixation, all cells are incubated for 10 min with BTX-AF555 to label plasma 
membrane-bound BBS-5-HT1AR. Right panels are enlargements of white squares in merged pictures 
to illustrate the efficiency of acid wash to remove plasma membrane-bound BTX (no yellow labeling 
in B2 compared to B1). (C) Transfected cells are incubated with [125I]BTX at 20°C for 30 min. After 
washing, cells are lysed and entrapped radioactivity counted (total) or subjected to acid wash then 
lysis before radioactivity counting (intracellular). (D) Lack of effect of 8-OH-DPAT (10 µM) and 
siperone (10 µM) on entrapped (intracellular) radioactivity in transfected LLC-PK1 cells exposed to  
[125I]BTX at 20°C for 30 min.  
Scale bars: 20 µm and 4 µm in enlarged boxes in A; 20 µm and 2 µm in zoom (right panels) in B. 
 
Figure 3. Constitutive internalization and recycling in stably transfected LLC-PK1 cells expressing BBS-
5-HT1AR. 
(A) Cells were incubated 30 min at 37°C with BTX-AF488 in the absence (A1) or the presence of 0.35 
M sucrose (A2) or 80 µM monensin  (A3) to block clathrin-mediated endocytosis  or recycling, 
respectively. Merge pictures point out the colocalization of BTX (in green) with transferrin-A546 (TRF, 
10 µg.mL-1) in control condition (A1), whereas both BTX and TRF endocytosis were blocked by high 
sucrose treatment (A2). (B) Internalized BBS-5-HT1ARs were measured in control condition, during 
inhibition of internalization (high sucrose) or recyling (monensin). Data are presented as mean ± 
S.E.M. of integrated fluorescence corresponding to intracellular BTX-AF488  quantified using image J 
software in four independent experiments (300 cells).  *, p < 0.05, **, p < 0.001 as compared to 
control (One way ANOVA, Dunnett's test). (C) Individual internalization or recycling events (arrows) 
were identified using live confocal microscopy. (D) Colocalization of internalized BTX-labeled-BBS-5-
HT1AR with rab5-GFP and rab4-GFP after 15 min and 30 min incubation, respectively. In merged 
pictures (right panels), yellow labeling shows BTX and rab-GFP colocalization. Scale bars: 20 µm (A, D) 
and 10 µm (C). 
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Figure 4. Cells were incubated with BTX-AF488 for 30 min at 4°C then for 60 min at 37°C. Lysotracker 
DN-99 (100 nM , in red) was added during the last 30 min. BBS-5-HT1AR was internalized (A) but did 
not colocalize with lysosome labeled with lysotracker (B) on merged picture (C). Scale bar: 20 µm. 
 
Figure 5. Characterization of E14 embryonic brainstem culture at DIV14. 
(A) Immunofluorescent labeling of glial cells and neurons with GFAP (A1, A3) and MAP2 (A2, A3) 
antibodies, respectively. (B) Identification of serotonergic neurons by immunolabeling with anti-5-HT 
antibodies. MAP2 staining is labeled in red (B1), 5-HT in green (B2). Serotonergic neurons are pointed 
with arrows (B3, yellow labeling on merged panel). Scale bar:  100 µm. 
 
Figure 6. Labeling of BBS-Flag-5-HT1AR in serotonergic raphe neurons and hippocampal neurons. 
(A) Confocal microscopy images of BBS-Flag-5-HT1AR expressed in raphe (A1) or hippocampal (A2) 
neurons.  In living cells, complexes consisting of anti-flag/chicken Alexa594- conjugate secondary 
antibodies recognized BBS-Flag-5-HT1AR localized at the cell surface. These complexes were poorly 
internalized with the receptor for 1 h at 37°C. (B) Live confocal imaging of BBS-Flag-5-HT1AR 
expressed in a raphe neuron. BTX-AF488 was added to culture medium at 20°C for 20 min, then 
washed and movies were recorded for 30 min at 37°C. (B1) Representative picture of constitutive 
BBS-Flag-5-HT1AR endocytosis after 30 min.  (B2) Single events of internalization from plasma 
membrane and recycling during a time laps of 9.90 sec (arrow). Scale bars: 10 µm (A, B1) and 5 µm 
(B2). 
 
Figure 7.  Agonist-induced endocytosis of BBS-Flag-5-HT1AR in neurons. 
(A) Representative confocal microscopy fluorescence images of BBS-Flag-5-HT1AR expressed in raphe 
neurons in control conditions, after a 24 h incubation with 8-OH-DPAT (10 µM) or after 8-OH-DPAT 
(10 µM) acute treatment (1 h). BBS-Flag-5-HT1AR localized at the plasma membrane were labeled in 
red and green (yellow on merge pictures), whereas internalized BBS-Flag-5-HT1AR were identified on 
merge picture by red labeling. Serotonergic raphe neurons were labeled with anti 5-HT antibody 
after permeabilization (blue). (B) Quantification of internalized BBS-Flag-5-HT1AR in raphe 
serotonergic (5-HT) or hippocampus neurons in control conditions or after acute (1 h) or chronic (24 
h) 8-OH-DPAT (10 µM) treatment. Each bar is the mean ± S.E.M. of the number of independent 
determinations (individual cells) indicated in parentheses. Scale bars: 10 µm (single immunostaining) 
and 1.6 µm (enlarged merged picture, right panel). 
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****, p < 0.001 as compared to 5-HT control (One way ANOVA, Dunnett's test) 
 
Figure 8. Effects of 24 h exposure to 5-HT1AR ligands on BBS-Flag-5-HT1AR internalization in 
serotonergic raphe neurons. 
5-HT1AR agonist (8-OH-DPAT, 10 µM), antagonist (WAY100635, 10 µM), inverse agonist (spiperone, 
10 µM) or none (control) was added to culture medium for 24 h (chronic treatment). Quantitative 
data of internalized BBS-Flag-5-HT1AR are presented as means ± S.E.M. from the number of individual 
neurons indicated in parentheses. ***, p<0.001 (One way ANOVA, Dunnett's test). 
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Dans cette étude, nous nous sommes intéressés aux mouvements  du récepteur 5-HT1A 
entre la membrane plasmique et des compartiments intracellulaires afin d’en approfondir les 
mécanismes de régulation. Nous avons développé une nouvelle construction fonctionnelle du 
récepteur 5-HT1A en utilisant un étiquetage (site BBS pour « bungarotoxin binding site ») qui 
permet une observation du trafic du récepteur 5-HT1A. Nous avons montré que le récepteur 
5-HT1A étiqueté « BBS » est internalisé constitutivement dans la lignée LLC-PK1 et dans les 
neurones de raphé et d’hippocampe. Le récepteur est internalisé selon la voie clathrine-
dépendante et il est majoritairement recyclé à la membrane plasmique. Enfin, nous avons 
montré que dans les neurones de raphé, l’autorécepteur présente une internalisation agoniste-
dépendante suite à un traitement chronique avec le 8-OH-DPAT, agoniste spécifique du 
récepteur 5-HT1A. 
 I. NOUVELLE STRATEGIE POUR EXPLORER LE TRAFIC DU RECEPTEUR 5-HT1A 
 
Nous avons étiqueté le récepteur 5-HT1A avec le site minimum de liaison à la 
bungarotoxine à son extrémité N-terminale, c'est-à-dire au niveau extracellulaire. Cet 
étiquetage relativement nouveau permet l’utilisation de la BTX fluorescente pour marquer le 
récepteur présent à la membrane et son suivi dans les différents compartiments intracellulaires 
notamment sur cellules vivantes. Cette stratégie permet de suivre les mouvements du 
récepteur sans être gêné par les récepteurs néo-synthétisés et ce, sans utiliser d’agents 
pharmacologiques bloquant la traduction et perturbant la dynamique cellulaire. De telles 
constructions ont déjà été utilisées dans quelques études pour suivre le trafic des récepteurs 
AMPA (Sekine-Aizawa and Huganir, 2004) ou encore l’internalisation des récepteurs 
GABAB (Hannan et al.; Adesnik et al., 2005) et 5-HT3 (Morton et al., 2011). 
Nous avons validé notre construction BBS-5-HT1A d’un point de vue pharmacologique 
en vérifiant la capacité du récepteur BBS-5-HT1A exprimé de manière stable dans des lignées 
cellulaires à lier les ligands spécifiques et à transduire un signal après activation, ainsi que du 
point de vue de sa localisation qui est principalement membranaire. Cette construction 
présente de nombreux avantages par rapport aux protéines de fusion incluant la GFP, 
classiquement utilisée pour étudier le trafic des récepteurs membranaires (Daly and McGrath, 
2003).  En effet, lors d’une étude préliminaire, nous avons montré que le récepteur 5-HT1A 
étiqueté en C-terminale avec une eGFP n’était pas aussi bien couplé à la protéine G que le 
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récepteur sauvage. Ceci peut être attribué à l’encombrement stérique de la protéine  
fluorescente de 27 kDa, qui, fixée à l’extrémité intracellulaire du récepteur, se trouve alors 
proche de la troisième boucle intracellulaire et des sites consensus de phosphorylation  par la 
protéine kinase C (PKC) identifiés dans les boucles I2 et I3 qui participent à l’interaction du 
récepteur avec la protéine G (Raymond, 1991). De plus, l’utilisation de récepteur étiqueté 
avec une GFP oblige à bloquer la synthèse protéique pour s’affranchir de la détection des 
récepteurs nouvellement synthétisés et en cours d’adressage vers la membrane plasmique. Or, 
cette inhibition peut avoir des conséquences sur la régulation de la synthèse de protéines 
partenaires du récepteur et nécessaires à son trafic. 
 
Précisons tout de même que notre construction BBS-5-HT1A présente quelques limites. 
La stabilité de la liaison de la BTX radioactive au site de fixation diminue lorsque la 
température augmente, ce qui explique que les expériences d’internalisation ont été réalisées à 
20 °C avec la BTX radiomarquée, une température à laquelle l’endocytose est réduite par 
rapport aux conditions physiologiques (37°C). D’autre part, la BTX fluorescente est beaucoup 
moins lumineuse après fixation et perméabilisation, et sa fluorescence diminue lors des 
expériences de vidéomicroscopie. Ce phénomène peut être attribué soit à l’extinction du 
fluorophore lors d’acquisitions successives avec le laser, soit au décrochage de la BTX du site 
BBS lorsque le récepteur est localisé à la membrane plasmique, par effet de dilution par le 
milieu extracellulaire. C’est pour cela que nous avons, par la suite, développé une 
construction BBS-Flag-5-HT1A pour la production d’un virus recombinant exprimant le 
récepteur 5-HT1A. La BTX fluorescente est alors la plus adaptée lorsque les expériences sont 
réalisées sur cellules et neurones vivants en videomicroscopie ou encore sur les lignées qui 
expriment le récepteur en quantité importante. Par contre, le complexe Ac anti-Flag/Ac II 
fluorescent est utilisé sur les neurones lorsque l’on doit quantifier l’internalisation après 
immunofluorescence sur cellules perméabilisées pour avoir un signal suffisant. 
Il est important de noter que les outils que nous avons mis au point pour étudier le 
récepteur 5-HT1A permettent pour la première fois de surexprimer un récepteur couplé aux 
protéines G dans des neurones sérotoninergiques du raphé en culture primaire. Nous avons 
choisi de réaliser les expériences d’internalisation sur cultures de neurones au 14ème jour in 
vitro, c’est dire sur des neurones matures et formant un réseau avec de nombreuses 
connexions synaptiques (Ray et al., 2009; Correa and Longart, 2010). Nos cultures primaires 
de raphé sont composées de 10 à 15 % de neurones sérotoninergiques ce qui est tout à fait 
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satisfaisant compte tenu de la difficulté à obtenir des cultures enrichies en neurones 5-HT 
(Czesak et al., 2007).  
 II.  INTERNALISATION CONSTITUTIVE DU RECEPTEUR 5-HT1A ET RECYCLAGE A LA MEMBRANE PLASMIQUE 
 
Nous avons mis en évidence l’internalisation constitutive du récepteur 5-HT1A dans les 
cellules LLC-PK1 ainsi que  dans les neurones de raphé et d’hippocampe exprimant le 
récepteur 5-HT1A. Le phénomène d’internalisation constitutive a largement  été décrit dans la 
littérature pour d’autres RCPG comme le récepteur aux canabinoïdes CB1 dans les cellules 
HEK 293 exprimant le récepteur CB1-eGFP (Leterrier et al., 2004), le récepteur de la 
mélanocortine MC-4 dans les cellules Neuro2A transfectées avec le récepteur HA-MC4R-
eGFP (Mohammad et al., 2007) ou encore le récepteur GABAB exprimé dans des HEK 293 
(Grampp et al., 2007). Nos résultats sont concordants avec l’internalisation constitutive de 
20% visualisée dans les Neuro2A exprimant le récepteur HA-5-HT1A par la technique des 
QDots anti-HA (Fichter et al., 2011). 
L’internalisation des récepteurs 5-HT1A dans les mêmes vésicules que la transferrine et 
le blocage de cette internalisation par le sucrose hyperosmolaire démontrent que 
l’internalisation des récepteurs se fait par la voie de la clathrine. Le rassemblement des 
récepteurs à la membrane au niveau de puits recouverts de clathrine avant la formation de 
vésicules d’endocytose est un mécanisme d’internalisation classique des RCPG (Morisset et 
al., 2000; von Zastrow, 2003). Dès 5 min d’internalisation, le récepteur 5-HT1A est détecté 
dans un compartiment marqué par Rab5. La protéine Rab5 est associée aux vésicules 
endocytiques dès leur détachement de la membrane plasmique, elle est également présente au 
niveau des endosomes de tri situés dans une zone périnucléaire (Bucci et al., 1992). Après 
l’internalisation, le récepteur peut être soit recyclé à la membrane plasmique, soit être dégradé 
par les lysosomes. Le traitement par la monensine, composé qui agit en neutralisant l’acidité 
de certains compartiments intracellulaires tels les endosomes entrainant ainsi leur 
disfonctionnement (Mollenhauer et al., 1990),  nous permet d’affirmer que le récepteur 
5-HT1A est rapidement recyclé à la membrane plasmique après internalisation, comme c’est le 
cas pour le récepteur CB1 (Leterrier et al., 2004) ou le récepteur dopaminergique D2 (Li et al., 
2012). Ce résultat est corroboré par la colocalisation du récepteur avec Rab4, protéine qui 
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intervient dans les voies de recyclage rapide à partir des endosomes de tri et des endosomes 
de recyclage (van der Sluijs et al., 1992).  Précisons que le traitement avec la toxine pertussis 
ne bloque pas l’internalisation constitutive suggérant un mécanisme indépendant de 
l’activation de la protéine Gi/o comme cela a été décrit pour les récepteurs aux opioïdes kappa 
et delta (Zaki et al., 2001). De même, dans les cellules LLC-PK1, l’activité constitutive et 
l’internalisation constitutive du récepteur 5-HT1A ne semblent pas liées car le traitement par la 
spipérone, agoniste inverse du 5-HT1A, ne maintient pas le récepteur à la membrane 
plasmique. Cette particularité a également été retrouvée dans le cas du  récepteur 
métabotropique mGluR5 du glutamate dont l’internalisation constitutive n’est modifiée ni par  
un agoniste inverse ni par l’introduction d’une mutation rendant le récepteur insensible au 
glutamate (Fourgeaud et al., 2003). Au contraire, l’inhibition de l’internalisation constitutive 
par un agoniste inverse a été décrite à propos de nombreux autres récepteurs mutants ou 
sauvages tels que les mutants constitutivement actifs des récepteurs de l’angiotensine II 
(ATII) (Wang et al., 2008) ou encore les récepteurs 5-HT1B constitutivement internalisés 
(Carrel et al., 2008). 
Nos résultats démontrent pour la première fois l’internalisation constitutive du 
récepteur 5-HT1A dans des neurones. Cette internalisation constitutive n’est pas 
significativement diminuée par un traitement pharmacologique avec un agoniste inverse, la 
spipérone. Cependant, nous avons observé une tendance à une diminution de l’internalisation 
qui pourrait suggérer l’existence d’une relation entre l’activité constitutive et l’internalisation 
constitutive du récepteur 5-HT1A dans des neurones. Le résultat (absence d’effet significatif) 
que nous avons obtenu pourrait s’expliquer par le fait que le nombre de neurones 5-HT traités 
par la spipérone quantifiés était apparemment 3 à 4 fois plus faible que le nombre de neurones 
habituellement analysés dans les autres conditions. De plus, l’activité constitutive du 
récepteur 5-HT1A se traduit par une baisse tout à fait quantifiable de 20% de la liaison au  
[35S]GTPgammaS en présence de l’agoniste inverse par rapport au niveau basal.  En revanche,  
une baisse par rapport aux 10% d’internalisation observée dans les conditions basales semble 
difficile à réellement quantifier en fluorescence. 
Nous pouvons nous interroger sur le rôle de cette internalisation constitutive qui, de 
manière générale permet de  modifier le nombre de récepteurs fonctionnels à la membrane en 
réponse à différents modulateurs. Certains récepteurs permettent de réguler l’apport 
d’éléments extérieurs comme le fer (récepteur à la transferrine), le cholestérol (récepteur 
LDL) (Mawfield and McGraw, 2004) ou la concentration d’un ligand. Ainsi, les chemokines 
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CXCL12 qui se lient au récepteur CXCR7 sont accumulées dans la cellule lors de 
l’internalisation du ligand avec le récepteur, et le ligand ainsi piégé dans la cellule n’est plus 
disponible dans le milieu extérieur pour activer d’autres récepteurs comme le CXCR4 (Luker 
et al., 2010).  
Dans le système nerveux central, l’internalisation constitutive  peut avoir  un rôle dans 
la régulation de la transmission synaptique. Ainsi, dans le cas du récepteur métabotropique 
mGluR1 du glutamate, c’est son activité constitutive qui provoque son internalisation 
constitutive et donc des changements de sa densité membranaire à la synapse (Pula et al., 
2004; Keeble, 2009). De même, les mécanismes de régulation de la plasticité synaptique que 
sont la potentialisation et la dépression à long terme dépendent à la fois de l’activité 
synaptique et du cycle endocytose/recyclage constitutif du récepteur AMPA qui conduisent à 
des changements de la densité du récepteur au niveau des épines dendritiques, de 
l’arborisation dendritique ou des zones « PSD » (post-synaptic density) (Grimsey et al., 
2011). 
Il a aussi été montré que l’internalisation constitutive de transporteurs peut réguler les 
taux extracellulaires de neurotransmetteurs. Le transporteur de la dopamine, qui permet la 
recapture de cette catécholamine, est constitutivement  internalisé dans les cellules PC12, 
HEK 293 ou encore dans les neurones dopaminergiques (Loder and Melikian, 2003; Eriksen 
et al., 2010). Un autre rôle de l’internalisation constitutive peut être le maintien d’un pool 
intracellulaire de récepteurs pour remplacer ceux qui auraient été désensibilisés par exposition 
au ligand à la surface de la cellule, permettant ainsi une resensibilisation, comme décrit pour 
le récepteur adrénergique α1a [(Morris et al., 2004) ou pour des mutants du récepteur de la 
cholecystokinine de type 2 CCK2R ; (Chao et al., 2005)]. La perte du pool intracellulaire peut 
d’ailleurs perturber la resensibilisation d’un récepteur, c’est le cas pour le récepteur PAR-1 
appartenant à la famille des «  Protease-activated receptor ». Le récepteur PAR-1 est protéolysé par 
la thrombine, ce qui conduit à son activation puis à son internalisation agoniste-dépendante, il est 
ensuite dégradé par les lysosomes. Les récepteurs inactivés, eux, cyclent de façon constitutive 
entre la membrane plasmique et les compartiments intracellulaires constituant ainsi un pool 
intracellulaire de réserve qui permet d’assurer la resensibilisation (Paing et al., 2006).  Enfin, 
deux études ont montré que l’internalisation constitutive au niveau somatodendritique était 
nécessaire à l’adressage axonal du récepteur CB1 et du récepteur 5-HT1B et que son blocage 
entrainait la suppression de la polarisation axonale (Leterrier et al., 2006; Carrel et al., 2011). 
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L’utilisation d’un antagoniste irréversible des récepteurs AMPA, photo-activable et ne 
traversant pas la membrane plasmique, a permis à la fois  d’étudier le trafic des récepteurs en 
temps réel et de montrer que leur recyclage à la membrane plasmique est indépendant de 
l’activité neuronale et de la synthèse protéique (Adesnik et al., 2005). La même étude a 
montré aussi que le mode de trafic le plus rapide est la diffusion des récepteurs dans la 
membrane  en accord avec les résultats observés lors des expériences de suivi de récepteurs 
individuels à la surface neuronale (Borgdorff and Choquet, 2002; Groc et al., 2004). Plus 
récemment, (Zhang et al., 2012) ont rapporté que la sous-unité GLR-1 du récepteur AMPA 
utilisait le transport rétrograde  pour réguler l’abondance synaptique de ce récepteur. 
Nos expériences de vidéomicroscopie ont mis en évidence différents types de mouvements 
des récepteurs 5-HT1A dans les neurones : non seulement l’internalisation ou le recyclage, 
mais aussi la diffusion le long de la membrane plasmique, et des mouvements antérogrades et 
rétrogrades dans les dendrites. Nous nous sommes bien sûr interrogés sur l’éventuelle 
fonction physiologique de ces mouvements du récepteur 5-HT1A dans les neurones, et nous 
pouvons proposer que l’internalisation constitutive des récepteurs 5-HT1A puisse avoir un rôle 
dans la redistribution du récepteur du soma vers les dendrites et dans les dendrites elles-
mêmes, en particulier pour réguler la densité du récepteur au niveau des épines dendritiques 
qui reçoivent une innervation sérotoninergique. 
 III. ABSENCE D’INTERNALISATION AGONISTE-DEPENDANTE DANS LES LIGNEES CELLULAIRES 
 
Nous n’avons pas constaté d’internalisation agoniste-dépendante dans les cellules 
LLC-PK1 exprimant le récepteur 5-HT1A. De nombreux récepteurs couplés aux protéines G 
sont internalisés constitutivement sans que l’endocytose ne soit modifiée par l’exposition à un 
agoniste.  Par exemple, le récepteur dopaminergique D4 n’est pas internalisé en présence 
d’agoniste et les auteurs ne rapportent pas d’interaction du récepteur avec les  ß-arrestines 
(Spooren et al., 2010). C’est  également le cas du récepteur GABAB, hétérodimère qui 
présente une localisation pré-synaptique et post-synaptique, la régulation de sa distribution 
étant un moyen de moduler son activité inhibitrice.  Les récepteurs GABAB sont 
constitutivement internalisés par la voie de la clathrine dans les cellules HEK293 et l’agoniste 
du GABAB, le baclofène, ne provoque pas d’internalisation agoniste-dépendante (Grampp et 
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al., 2007). Rappelons que l’internalisation agoniste-dépendante est classiquement décrite 
comme une succession d’évènements dont le premier, après activation du récepteur et 
dissociation des sous-unités α et β/ γ de la protéine G, est la phosphorylation du récepteur. 
Cette phosphorylation, qui peut être assurés par les GRKs (kinases spécifiques des RCPG),  
favorise ensuite l’interaction avec les β-arrestines (Bouvier et al., 1988). 
En réalité, le récepteur GABAB n’interagit pas avec les GRKs dans les cellules HEK 
mais il serait quand même phosphorylé par des protéines kinases dépendantes de l’AMPc 
(« AMP-activated protein kinase », AMPK), ce qui conduirait à une stabilisation du récepteur 
à la membrane plasmique (Oakley et al., 2000; Terunuma et al., 2010; Baldys and Raymond, 
2011). L’absence de recrutement des protéines GRKs, certainement due à l’absence de sites 
de phosphorylation spécifiques, pourrait expliquer l’absence d’internalisation agoniste- 
dépendante. La voie de phosphorylation par les AMPK serait en revanche impliquée dans 
l’internalisation constitutive.  Des différences de phosphorylation à l’extrémité C-terminale 
des récepteurs, où siège l’interaction récepteur/ β-arrestine/AP2, pourraient rendre compte des 
différences de niveaux d’internalisation constitutive et agoniste-dépendante comme cela a été 
montré dans le cas des récepteurs adrénergiques α1a et α1b. En particulier, l’absence 
d’internalisation agoniste-dépendante du récepteur α1a semble liée à sa faible capacité (voire 
à son absence) d’interaction avec les β-arrestines et la sous-unité AP50 du complexe AP2 
(Stanasila et al., 2008). Dans le cas du récepteur α1b, l’intégrité des sites de phosphorylation 
au niveau de son extrémité c-terminale est indispensable à son interaction avec les β-arrestines 
(Stanasila et al., 2008). 
D’autres études portant également sur le trafic du récepteur 5-HT1A ont donné des 
résultats différents des nôtres quant à l’internalisation agoniste-dépendante de ce récepteur 
dans des lignées cellulaires. Par exemple, Heusler et al. (2008), qui ont observé une faible 
internalisation constitutive du récepteur humain HA-5-HT1A exprimé  dans les cellules HEK 
293, ont rapporté une internalisation significative (15%) après 2 h de traitement  avec le 8-
OH-DPAT (10 µM) (quantification par mesure des récepteurs présents à la surface par test 
ELISA). En réalité, cette internalisation que les auteurs qualifient l’internalisation d’agoniste-
dépendante est suffisamment faible pour penser qu’elle correspond plutôt à l’internalisation 
constitutive du récepteur 5-HT1A que nous avons-nous-mêmes observée et quantifiée dans les 
LLC-PK1. Cependant, cette internalisation « agoniste-dépendante » atteint 40 % lorsque les 
protéines GRK2 et β-arrestines 2 sont co-exprimées avec le récepteur (Heusler et al., 2008). 
Dans ces cellules HEK 293, la machinerie endogène assurant l’endocytose agoniste-
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dépendante est présente, cependant la surexpression des GRKs et des β-arrestines augmente 
l’internalisation d’autres RCPG, comme décrit pour le récepteur de la dopamine D2 ou le 
récepteur β2 adrénergique (Menard et al., 1997; Kim et al., 2001; Heusler et al., 2008). Ceci 
suggère que le niveau d’expression des GRKs et des β-arrestines serait le facteur limitant de 
l’internalisation agoniste-dépendant des RGCP lorsqu’ils sont surexprimés dans les HEK 293. 
Fichter et al. (2011) ont mis en évidence une internalisation agoniste-dépendante de 60% , 
dans les Neuro2a, en présence continue de 5-HT (10 µM) pendant 60 min, en utilisant des 
QDot, alors que le pourcentage d’internalisation n’est que de 40 % lors d’une stimulation 
« pulsatile » de 15 min (Fichter et al., 2011).  
Ainsi, nos résultats négatifs avec les cellules LLC-PK1 pourraient suggérer que cette 
lignée ne possède pas le matériel protéique nécessaire à l’internalisation agoniste-dépendante 
du récepteur 5-HT1A. Au contraire, les cellules Neuro2a (neuroblastome de souris), 
disposeraient de ce  matériel protéique tel que les GRK. Cependant, précisons tout de même 
que si l’utilisation des QDots a fait ses preuves pour décrire des mouvements de diffusion à la 
surface des cellules, notamment au niveau synaptique (Groc et al., 2007), elle présente 
quelques limites concernant le trafic intracellulaire (Barroso, 2011). L’endocytose des 
récepteurs liés aux QDots se ferait correctement mais le ligand couplé aux QDot serait retenu 
dans des compartiments intracellulaires différents de leur localisation normale;  par exemple,  
le recyclage de la transferrine-QD serait bloqué et la shiga toxine-QD ne serait pas amenée 
vers l’appareil de Golgi (Tekle et al., 2008).  Nous avons-nous-mêmes réalisé des tests en 
utilisant la BTX-biotinylée et la streptavidine-QD, et nous avons observé une endocytose de 
la streptavidine conjuguée au QDots dans les cellules LLC-PK1 n’exprimant pas le récepteur 
BBS-5-HT1A.  
Une étude très récente est en accord avec nos observations quant à l’absence 
d’internalisation agoniste-dépendante du récepteur 5-HT1A dans la lignée LLC-PK1 (Renner 
et al., 2012). De plus, les résultats obtenus dans cette étude, réalisée sur des cellules de 
neuroblastome N1E-115, soulignent le rôle de l’ hétérodimérisation du récepteur 5-HT1A avec 
le récepteur 5-HT7 dans l’internalisation du complexe hétérodimère 5-HT1A/5-HT7 induite par 
la stimulation spécifique du récepteur 5-HT7. De fait, le blocage pharmacologique du 
récepteur 5-HT7 par le SB 269970 inhibe l’endocytose agoniste-dépendante alors que le 
blocage du récepteur 5-HT1A par le WAY 100635 n’entraine aucun changement suggérant que 
l’activation du récepteur 5-HT7 est un prérequis à l’initiation de la co-internalisation. Le 
récepteur 5-HT7 serait donc une protéine partenaire du 5-HT1A indispensable à 
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l’internalisation induite par la 5-HT et influencerait le mode d’activation de phospho-Erk. Ces 
données permettent une réinterprétation des résultats obtenus par Fichter et al. (2010) puisque 
l’internalisation du récepteur 5-HT1A induite par la 5-HT pourrait être le résultat de 
l’activation du récepteur 5-HT7 exprimé de manière endogène dans les neuroblastomes. 
L’ensemble de ces données suggèrent que l’internalisation agoniste-dépendante du récepteur 
5-HT1A varie selon le type cellulaire qui l’exprime, et dépend en particulier du matériel 
protéique nécessaire dont dispose le type cellulaire en question (GRK, arrestines, récepteur 
5-HT7). 
 IV. ABSENCE D’INTERNALISATION AGONISTE-DEPENDANTE DANS LES NEURONES APRES TRAITEMENT AIGU 
 
Le développement du lentivirus recombinant nous a permis de surexprimer  le 
récepteur 5-HT1A dans les cultures primaires de neurones et d’en étudier la distribution et le 
trafic lors de différents traitements pharmacologiques. Nous n’avons pas mis en évidence 
d’internalisation du récepteur 5-HT1A dans les neurones d’hippocampe ou de raphé après une 
stimulation de 60 min par un agoniste. Ces résultats ne sont pas en accord avec 
l’internalisation agoniste-dépendante décrite dans les neurones de raphé par Riad et al après 
traitement aigu par voie IV avec le 8-OH-DPAT (0,5 mg/kg) ou avec la fluoxetine (10 mg/kg) 
en injection intra-péritonéale (Riad et al., 2001;  2004). Dans ces études réalisées in vivo chez 
le rat, les récepteurs 5-HT1A sont visualisés sur coupe par microscopie électronique après 
marquage avec des anticorps anti-5-HT1A spécifiques et révélation à l’or colloïdal. Les 
particules d’or associées à la membrane plasmique ou au cytoplasme sont comptées dans les 
somas et les dendrites 15 min et 1 h après l’injection. En réalité, cette méthode ne permet pas 
de distinguer les récepteurs internalisés des récepteurs nouvellement synthétisés et en cours 
d’adressage, or la stimulation pourrait provoquer la néosynthèse des récepteurs 5-HT1A. Une 
telle activation de la transcription (prévenue par l’actinomycine D) a été décrite dans les 
cellules CHO exprimant le récepteur 5-HT1A après stimulation par l’agoniste 8-OH-DPAT 
(Cowen et al., 1997).  
Par ailleurs, il n’est pas surprenant que les données obtenues  in vitro sur culture 
primaire de neurones diffèrent de celles obtenues in vivo car, en culture, nous nous 
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affranchissons des interactions pouvant exister avec d’autres systèmes. In vivo, 
l’internalisation agoniste-dépendante des récepteurs 5-HT1A dans les neurones de raphé 
pourrait être médiée par des régulations complexes du système sérotoninergique par d’autres 
systèmes.  Des données anatomiques, physiologiques et pharmacologiques ont contribué à 
mettre en évidence l’existence d’interactions étroites entre les systèmes GABAergique et 
sérotoninergique notamment dans le  NRD. Les relations entre ces deux systèmes impliquent, 
d’une part, des terminaisons nerveuses GABAergiques issues d’afférences provenant 
essentiellement de l’amygdale, de la substance grise périaqueducale et de la partie latérale de 
l’habénula et, d’autre part, des interneurones GABA au sein du NRD (Belin et al., 1979; 
Nishikawa and Scatton, 1984; Wang et al., 1992). Le GABA libéré localement exerce un 
contrôle inhibiteur sur la transmission sérotoninergique  (Gallager and Aghajanian, 1976; 
Ferraro et al., 1996). En particulier, la stimulation du récepteur GABAB par le baclofène 
entraine l’activation des canaux GIRKs qui provoque une hyperpolarisation et une inhibition 
de la décharge neuronale (Innis and Aghajanian, 1987; Colmers and Williams, 1988). La NA 
exerce, elle aussi, une action régulatrice directe sur la décharge des neurones 
sérotoninergiques, principalement au travers de l’activation des récepteurs α1-adrénergiques. 
Ainsi, le blocage de ces récepteurs ou la lésion des afférences noradrénergiques issues du 
locus cœruleus entraîne un ralentissement de l'activité spontanée de la plupart des neurones 
sérotoninergiques du NRD (Aghajanian, 1985).  
 V. INTERNALISATION AGONISTE-DEPENDANTE DES RECEPTEURS 5-HT1A DANS LES NEURONES SEROTONINERGIQUES APRES STIMULATION SUBCHRONIQUE PAR LE 8-OH-DPAT 
 
Le fait de ne pas observer d’internalisation agoniste-dépendante dans la lignée LLC-
PK1 recombinante ni dans les neurones de raphé infectés par le lentivirus recombinant après 
une exposition d’une heure au 8-OH-DPAT nous a conduit à nous interroger sur le temps 
d’activation du récepteur nécessaire pour induire son internalisation. La désensibilisation 
observée par des approches électrophysiologiques est décrite à partir de quelques jours de 
traitement et augmente progressivement avec le temps, ce qui suggère qu’un traitement 
chronique est nécessaire pour observer un tel effet in vivo (Le Poul et al., 1995). La 
désensibilisation se traduit alors par une baisse de la capacité du 8-OH-DPAT à inhiber la 
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décharge neuronale dans le NRD et à réduire la libération de 5-HT dans les zones de 
projections des neurones sérotoninergiques (Gardier et al., 1996; Casanovas et al., 1997).  
Afin de se mettre dans les conditions d’une exposition chronique pour les cellules en 
culture, nous avons également réalisé des expériences d’internalisation en incubant les 
cellules durant 24 h avec le 8-OH-DPAT. Nous avons alors observé, en utilisant la BTX 
fluorescente dans la lignée LLC-PK1, une augmentation du nombre de récepteurs présents 
dans les compartiments intracellulaires nous laissant croire à une internalisation agoniste–
dépendante. En réalité, nous avons observé que les récepteurs étaient également plus 
nombreux au niveau membranaire. En mesurant l’internalisation du récepteur par le rapport 
« intracellulaire/membrane », nous avons montré l’absence d’endocytose agoniste-dépendante 
après un traitement de 24h. Nous avions déjà obtenu ce résultat (augmentation des taux 
intracellulaires et membranaires sans modification du rapport), mais dans de plus faibles 
proportions, au bout d’1 h de traitement avec l’agoniste, en utilisant la BTX radiomarquée. 
Ces observations suggèrent l’induction d’une néosynthèse du récepteur par le 8-OH-DPAT,  
le récepteur nouvellement synthétisé peut alors être marqué par la BTX avant d’être 
internalisé et éventuellement recyclé. Ce phénomène a été décrit dans les CHO,  la densité du 
récepteur 5-HT1A doublerait au bout de seulement  30 min d’exposition et augmenterait 
jusqu’à 4,5 fois au bout de 18h (Cowen et al., 1997). Il pourrait être dû à l’activation du 
promoteur CMV par le facteur de transcription NF-κB, via des protéines Gi/o et la voie des 
MAP kinases. Si c’était le cas, ce phénomène constituerait un biais expérimental majeur dans 
la mesure où le promoteur CMV est présent dans de nombreux vecteurs pour l’expression de 
récepteurs dans des cellules transfectés.  
Nous avons ensuite étudié l’internalisation dans des cultures primaires de neurones de 
raphé et d’hippocampe exprimant le récepteur 5-HT1A après infection par un lentivirus 
recombinant et exposés ou non au 8-OH-DPAT en subchronique. Dans la construction utilisée 
pour la production du lentivirus recombinant, le gène codant pour le récepteur BBS-Flag est 
sous contrôle du promoteur PGK, et non plus CMV, évitant ainsi toute confusion entre 
internalisation et néosynthèse éventuellement induite par les ligands du récepteur 5-HT1A.  
C’est en réalité la première fois qu’un récepteur 5-HT1A étiqueté est exprimé dans des cultures 
primaires de raphé et que l’on peut ainsi en étudier la distribution et le trafic intracellulaire 
dans différentes conditions pharmacologiques. Grâce à cette avancée méthodologique nous 
avons pu mettre en évidence une internalisation agoniste-dépendante des récepteurs 5-HT1A 
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dans les neurones sérotoninergiques du raphé après une stimulation de 24 h avec le 8-OH-
DPAT. En revanche, le taux d’internalisation des hétérorécepteurs 5-HT1A dans les neurones 
d’hippocampe n’est pas modifié après le même traitement sub-chronique. Nos résultats ne 
sont pas en accord avec ceux obtenus in vivo par Riad et al. (2008) qui observent une 
internalisation agoniste-dépendante dans les neurones de raphé après traitement aigu (de 15 
min jusqu’à 1 h après injection i.v.) et une absence d’internalisation dans ces mêmes neurones 
après un traitement de 24 h ou un traitement chronique de 21 j avec la fluoxétine ou le 8-OH-
DPAT. Nous pouvons nous interroger sur les conséquences physiologiques d’une 
augmentation somme toute assez faible de l’internalisation des autorécepteurs (20%) suite à 
l’exposition au 8-OH-DPAT. De fait, elle n’est sans doute pas suffisante pour expliquer la 
désensibilisation estimée à 60-80% des neurones enregistrés les expériences 
d’électrophysiologie (Le Poul et al., 1995a). Il n’est cependant pas exclu qu’une exposition 
plus longue des neurones du NRD au 8-OH-DPAT puisse aboutir à un taux d’internalisation 
plus important si l’internalisation augmente progressivement dans les neurones 
sérotoninergiques. De plus, l’effet que nous obtenons pourrait être minoré par rapport aux 
mécanismes se mettant en place in vivo, car la surexpression des récepteurs 5-HT1A par 
infection virale pourrait être responsable de la saturation des voies d’endocytose. Le fait que 
les récepteurs 5-HT1A soient uniquement internalisés dans les neurones sérotoninergiques et 
pas dans les neurones d’hippocampe est probablement dû à des interactions avec des 
partenaires protéiques spécifiques des neurones 5-HT du raphé. D’ailleurs nous avons mis en 
évidence que comme dans les neurones d’hippocampe, le récepteur 5-HT1A ne s’internalisait 
pas de manière agoniste-dépendante dans les neurones non sérotoninergiques du raphé, 
confortant l’importance du phénotype sérotoninergique pour l’internalisation induite par la 
stimulation du récepteur.  
 
La protéine la plus spécifique des neurones sérotoninergiques et qui pourrait être 
impliquée dans les différences de régulation du récepteur 5-HT1A est le transporteur de la 
5-HT (SERT). L’analyse en microscopie confocale du SERT exprimé dans les HEK 293 et 
dans les neurones 5-HT révèle que l’exposition au citalopram réduit le taux des transporteurs 
exprimés à la surface et cet effet dépend du temps d’exposition. De plus, dans des cellules 
1C11 (cellules souches murines dérivées en neurones sérotoninergiques), l’exposition 
prolongée au citalopram entraine non seulement une internalisation du SERT mais induit une 
redistribution du transporteur des neurites vers le soma. L’expression de l’ARNm du SERT 
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n’est pas altérée suggérant que le trafic du transporteur est régulé au niveau post 
transcriptionnel (Lau et al., 2008; 2009). L’exposition prolongée (4 h) à différents ISRS 
(fluoxetine, citalopram, paroxétine, sertraline) mais aussi à la 5-HT conduit à l’internalisation 
du transporteur SERT dans les cellules 1C11 (Kittler et al., 2010). Dans ces expériences, 
l’internalisation était déduite de l’observation d’une baisse de la fluorescence à la surface.  
Il existe également des différences régionales de couplage du récepteur 5-HT1A aux 
protéines-G dans le cerveau de rat. Dans le raphé antérieur, les récepteurs interagissent 
spécifiquement avec Gαi3 alors que dans l’hippocampe, ils sont principalement couplés à Go 
(Mannoury la Cour et al., 2006). Une telle disparité de couplage pourrait expliquer les 
différences régionales de régulation du récepteur 5-HT1A. Même si ces protéines G activent 
les mêmes effecteurs, elles pourraient interagir avec différents partenaires protéiques dont 
certains pourraient être responsables de l’initiation de l’internalisation dans le raphé comme 
nous l’avons déjà évoqué pour l’hétérodimère 5-HT1A / 5-HT7 (Renner et al., 2012). La  
production du récepteur 5-HT7 diminuerait continuellement dans l’hippocampe durant le 
développement postnatal suggérant que la décroissance relative des hétérodimères 5-HT1A / 
5-HT7 et donc la part relative de leur importance fonctionnelle entraineraient des changements 
développementaux (Renner et al., 2012). Cependant, l’étude de la distribution du récepteur 
5-HT7 par autoradiographie a montré une forte densité de ce récepteur au niveau du raphé 
dorsal et de l’hippocampe CA2 (Martin-Cora and Pazos, 2004). Il serait intéressant d’étudier 
les interactions entre récepteurs 5-HT1A et 5-HT7 dans le raphé pour mettre en évidence 
d’éventuelles différences avec l’hippocampe.  Le blocage des récepteur 5-HT7 par 
l’antagoniste spécifique SB269970 entrainerait des effets « antidépresseurs-like » plus rapides 
qu’avec la fluoxetine (Mnie-Filali et al., 2011),  qui pourraient impliquer cette internalisation 
des hétérodimères. Par ailleurs, une interaction avec un autre récepteur a été suggérée pour 
l’autorécepteur 5-HT1A. L’étude du récepteur GABAB chez les souris 5-HTT-/- et 5-HT1A-/-, a 
permis de mettre en évidence des changements fonctionnels laissant à penser que ce récepteur 
et le récepteur 5-HT1A sont couplés à un pool commun de protéines-G dans les neurones 
sérotoninergiques (Mannoury la Cour et al., 2004). Cependant l’interaction directe 5-HT1A / 
GABAB n’a jamais été étudiée jusqu’à présent. 
 VI. CONCLUSION ET PERSPECTIVES: CORRELATION ENTRE INTERNALISATION ET DESENSIBILISATION DANS LES NEURONES 
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Pour résumer, nous n’observons pas d’internalisation agoniste-dépendante dans les 
neurones de raphé ou d’hippocampe après traitement aigu  (1 h) avec le 8-OH-DPAT 10 µM ; 
en revanche, nous avons mis en évidence une internalisation induite par l’agoniste après un 
traitement subchronique (24 h)  et ce uniquement au niveau des neurones sérotoninergiques 
du raphé. De fait, même après une stimulation prolongée par le 8-OH-DPAT, aucun 
changement dans le taux d’internalisation n’a été observé dans les neurones d’hippocampe. 
Ces résultats sont tout à fait concordants avec ceux obtenus par enregistrement 
électrophysiologique dans des coupes de raphé et d’hippocampe qui ont montré à une 
désensibilisation des autorécepteurs 5-HT1A dans les neurones de raphé à partir de 3 jours de 
traitement avec la fluoxétine (subchronique) et augmentant jusqu’au 21 et dernier  jour du 
traitement (chronique) (Le Poul et al., 1995). Nos résultats sont également en accord avec les 
données obtenues en microdialyse cérébrale qui montrent qu’un tel traitement conduit à une 
désensibilisation fonctionnelle des autorécepteurs dans le raphé (Kreiss and Lucki, 1995; 
Dawson and Nguyen, 2000; Newman et al., 2004). 
 
Nous avons développé diverses approches de biologie cellulaire et de pharmacologie, 
notamment en construisant un lentivirus recombinant, ce qui nous a permis de surexprimer le 
récepteur 5-HT1A et ceci quel que soit le phénotype neuronal infecté. Grâce à ce nouvel outil 
nous avons pu montrer que l’internalisation agoniste-dépendante du récepteur 5-HT1A 
n’intervient que dans les neurones sérotoninergiques, confortant ainsi notre hypothèse qu’un 
lien causal existe très probablement entre l’internalisation et la désensibilisation du récepteur. 
Ce nouveau modèle cellulaire, qui reproduit les résultats obtenus en électrophysiologie, 
devrait permettre d’aller plus en avant dans l’étude des mécanismes moléculaires qui sous-
tendent les différences de régulation du récepteur 5-HT1A dans l’hippocampe et le NRD. Il 
semble que l’internalisation du récepteur 5–HT1A soit un mécanisme adaptatif lent qui fait 
probablement intervenir des voies de transduction aboutissant à l’activation de la transcription 
de gènes impliqués dans les mécanismes de l’internalisation. Ces voies diffèrent selon la 
région du cerveau comme nous l’avons déjà évoqué à propos des différences de couplage et 
de phosphorylation par les GRKs. L’exploration des différences de signalisation entre raphé et 
hippocampe est nécessaire pour mieux comprendre les différences de régulation. Par ailleurs, 
l’étude de l’expression des gènes par des microarrays, par exemple, devrait apporter des 
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données de grand intérêt sur les taux d’expression des protéines cruciales à l’internalisation 
comme les GIRKs ou les β-arrestines.  
D’autres protéines partenaires pourraient jouer un rôle dans l’internalisation région-
dépendante du récepteur 5-HT1A. Ainsi nous envisageons de transfecter le SERT dans les 
neurones d’hippocampe  qui ne l’expriment pas de manière endogène (neurones infectés avec 
le BBS-Flag-5-HT1AR), afin d’en étudier les conséquences sur l’internalisation agoniste-
dépendante des récepteurs 5-HT1A. Inversement, nous pourrons inhiber l’expression du SERT 
dans les neurones sérotoninergiques (infectés avec le BBS-Flag-5-HT1AR) en utilisant des 
shRNA anti-SERT. Ces deux expériences visant à inverser les caractéristiques des neurones 
de raphé et d’hippocampe quant à l’expression du SERT devraient permettre d’évaluer le rôle 
éventuel de ce transporteur, véritable marqueur des neurones sérotoninergiques, dans 
l’internalisation agoniste-dépendante des récepteurs 5-HT1A. 
Nous pourrions  également évaluer le rôle du récepteur 5-HT7 dans l’internalisation 
agoniste-dépendante du récepteur 5-HT1A en réalisant des cultures primaires de raphé à partir 
d’animaux KO pour le récepteur 5-HT7, chez lesquels les hétérodimères 5-HT1A/5-HT17  sont 
nécessairement absents.  
Enfin la mise au point de ces systèmes d’étude permettra leur utilisation en 
électrophysiologie afin de corréler « internalisation/recyclage » et « état fonctionnel » des 
récepteurs 5-HT1A. Nous pourrons procéder à des enregistrements en patch-clamp, dans les 
neurones exprimant BBS-Flag-5-HT1A. Il est connu que la stimulation des  récepteurs 5-HT1A 
déclenche l’ouverture de canaux GIRK au niveau du raphé et de l’hippocampe. 
L’enregistrement électrophysiologique des neurones avant et après stimulation par l’agoniste 
8-OH-DPAT permettra d’évaluer le couplage fonctionnel du récepteur selon la réponse 
d’ouverture des canaux GIRK. En activant de façon répétée le récepteur BBS-Flag-5-HT1A 
(application de l’agoniste) dans des neurones de raphé et d’hippocampe infectés, nous 
pourrons évaluer la cinétique de l’adaptation de la transduction du signal, et voir si elle est 
bien corrélée à l’internalisation du récepteur, spécifiquement dans les neurones 
sérotoninergiques du raphé. 
Des données récentes ont mis en évidence le rôle distinct du récepteur 5-HT1A selon 
qu’il est auto- ou hétéro-récepteur dans l’établissement de comportements anxieux et dans la 
résistance au traitement de la dépression par ISRS (Albert and Francois, 2010; Richardson-
Jones et al., 2011; Samuels et al., 2011). L’élucidation des mécanismes de régulation 
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différentielle des auto-et hétéro-récepteurs 5-HT1A, ainsi que des voies de signalisations 
intracellulaires en aval dans ces deux types cellulaires, est un préalable au développement  
éventuel de nouvelles stratégies thérapeutiques des pathologies psychiatriques ciblées sur ces 
récepteurs qui jouent un rôle crucial dans l’homéostasie du tonus sérotoninergique central 
(Savitz et al., 2009). 
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